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Capitolo 1
Introduzione
1.1 Importanza economica delle piante in vaso
1.1.1 Il settore del floro­vivaismo
In  Europa si  produce  circa   il  20% della  produzione mondiale  di   fiori   recisi  e 
piante in vaso (Ismea, 2001). 
Se in Europa si produce il 20%, più del 70% della restante produzione mondiale è
localizzata nel continente asiatico e soprattutto in Cina, dove si produce ben il 
60% del totale. A prima vista sembrerebbe quindi che il settore del floro­vivaismo 
sia completamente dominato dai produttori  asiatici,  per la precisione cinesi.   In 
realtà, date le caratteristiche molto particolari del settore, quali gli elevati costi e le 
particolari   esigenze   di   trasporto,   soprattutto   per   quanto   riguarda   le   piante 
ornamentali,   la   commercializzazione   ad   ampio   raggio   dei   prodotti   è 
particolarmente difficile. Questo implica che la produzione di piante ornamentali 
sia un settore, per il momento, poco toccato da fenomeni di globalizzazione su 
scala  mondiale1,   con  una  dimensione  di  mercato  prevalentemente  nazionale  o 
continentale.   In   questo   senso   possiamo   concludere   che   nel  mercato   europeo 
1 Nel caso dei fiori recisi, il trasporto del prodotto è possibile ed infatti si sono recentemente 
inseriti nel mercato mondiale alcuni nuovi paesi produttori come la Colombia ed il Kenia. 
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l’Italia   mantiene   una   posizione   di   prim’ordine   nel   settore   floro­vivaistico   in 
generale e delle piante ornamentali in particolare.
1.1.2 Le superfici dedicate al floro­vivaismo nel mondo
In base alle stime Ismea2 la superficie mondiale dedicata al florovivaismo sarebbe 
superiore   ai   280.000   ettari,   di   cui   oltre   150.000   nella   sola   Asia   con   una 
percentuale superiore al 50%, seguita dall’Europa con il 22% e dall’America con 
il 17% (come rappresentato nel grafico 1.1.1).
La rilevanza del continente asiatico per superfici dedicate al florovivaismo è
essenzialmente dovuta alla produzione in Cina. Nel 1998 la superficie investita nel
comparto   florovivaistico   in   Cina   era   di   circa   85.000   ettari,   con   una   quota 
superiore alla metà di tutta la superficie asiatica (circa 150.000 ettari). Ciò indica 
che più di un quarto della superficie mondiale dedicata al florovivaismo è nello 
stato cinese.
L’Europa, con una superficie inferiore alla metà di quella asiatica (di circa 62.000 
ettari),  vede al  primo posto  tra   i  paesi  per   superfici  dedicate  al   florovivaismo 
l’Italia   con   un   oltre   un   terzo   del   totale   europeo   (37%),   seguita   a   distanza 
dall’Olanda (14%), Regno Unito (13%), Germania (11%) e Francia (11%).
2 Filiera Floricola Ismea 2001
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Grafico 1.1.1 – Percentuale della superficie mondiale dedicata al florovivaismo
L’analisi del grafico 1.1.2 (sotto), potrebbe indurre a credere che la produzione 
florovivaistica  italiana sia  la più   rilevante a   livello europeo e soprattutto quasi 
tripla rispetto a quella olandese. In realtà, come risulterà evidente in seguito nel 
caso   particolare   dell’Olanda,   la   superficie   dedicata   al   florovivaismo   è   un 
indicatore  distorto  della  quantità   prodotta   a  causa  di  un  utilizzo   intensivo  del 
suolo. Con il 17% del totale l’America è il terzo continente per superfici mondiali 
coltivate a prodotti florovivaistici. Nel continente americano lo stato leader per la 
superficie dedicata al florovivaismo sono gli Stati Uniti (con il 32%) seguiti da 
Brasile (21%) e Messico (10%).
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   Grafico 1.1.2 – Superficie europea dedicata al florovivaismo in ettari
1.1.3 Il valore della produzione mondiale
La produzione mondiale di fiori e piante in vaso per il 2001 si attestava oltre i 50 
mila milioni di euro. Nel caso del valore della produzione mondiale l’importanza 
relativa  dei   continenti   rimane   le   stessa  di   quella   individuata  nell’analisi  della 
superficie coltivata a prodotti florovivaistici. 
L’Asia si conferma, in modo ancor più netto, il primo continente. Come mostra il 
grafico 1.1.3 il valore della produzione asiatica rappresentava nel 2000 il 72% del 
totale mondiale con oltre 38.000 milioni di euro. L’Europa è al secondo posto con 
quasi il 19% del valore della produzione mondiale, seguita dall’America con solo 
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il 7,8%.
Grafico 1.1.3 – Percentuale del valore della produzione mondiale dedicata al florovivaismo
La produzione asiatica può essere approssimata con quella cinese che nel 2000 era 
il 90% del valore prodotto nel continente e oltre il 60% di quello mondiale. Tra gli 
altri   stati  dell’Asia  il  Giappone è   l’unico che sembra avere un certa   rilevanza, 
seppur  marginale se  confrontata  con quella  cinese,  nella  produzione di   fiori  e 
piante in vaso in termini di valore (con l’8% del totale).  Dai dati della Filiera 
Floricola Ismea del 2001 si può affermare che Cina e Giappone (con il 98% del 
valore prodotto) rappresentino la quasi totalità della produzione asiatica.
L’Europa  mantiene   la   sua  quota   sul  valore  del   florovivaismo  mondiale  molto 
simile  a quella  delle superfici  coltivate:   il  18,8% contro il  22%. La differenza 
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principale dalle stime sulle superfici dedicate al florovivaismo è nel paese europeo 
leader nella produzione. Il primo posto italiano in termini di superfici dell’Italia, 
viene   scalzato   nel   caso   del   valore   della   produzione   dall’Olanda   con   una 
percentuale quasi doppia (l’Olanda produce il 39% del valore del florovivaismo 
europeo contro il 22% italiano). Come già accennato in precedenza, il confronto 
tra Olanda e gli altri paesi europei in superfici dedicate al florovivaismo è falsato 
dall’utilizzo di tipo intensivo del suolo nelle produzioni olandesi.
I dati del valore della produzione, riportati nel grafico 1.2.4, confermano, oltre ad 
un ruolo di paesi leader all’Olanda e all’Italia (con rispettivamente 3.259 e 1.826 
milioni di euro) già assegnato osservando le statistiche sulle superfici, anche una 
posizione rilevante a Germania, Francia e Regno Unito.
Grafico 1.2.4 – Valore della produzione europea di fiori e piante in vaso nel 2001
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In America dominano nettamente gli Stati Uniti con una quota della produzione di 
fiori e piante in vaso vicina ai due terzi, seguiti da Canada e Colombia con il 13%. 
E’ doveroso però ricordare che si stanno confrontando i valori delle produzioni del 
continente   nordamericano   con  quelle   del   Sud  America.  La   forza   delle   valute 
statunitense e canadese, da un lato, e le produzioni a prezzo competitivo per il 
basso costo della manodopera nei paesi dell’America Latina, dall’altro, potrebbero 
fornire un quadro non corretto del gap dell’effettiva produzione (intesa in termini 
quantitativi) tra le diverse aree.
1.1.4 Il valore ornamentale delle piante in vaso
A differenza delle coltivazioni di fiori recisi e piante ornamentali da esterno, la 
produzione di piante in vaso da fogliame e da fiore è piuttosto recente, essendosi 
affermata intorno agli anni ’50. In questi ultimi anni la produzione di piante fiorite 
in vaso, sia da interno che da esterno, ha conosciuto un enorme incremento sia in 
Italia che all'estero a scapito delle piante da fogliame decorativo e di quello da 
fiore reciso.
Fiori e piante ornamentali sono beni voluttuari la cui elevata qualità rappresenta il 
principale   strumento   di  marketing.   La   qualità   delle   piante   fiorite   in   vaso   è 
determinata dall'interazione di un complesso di fattori, qualitativi e quantitativi, 
che  contribuiscono  ad  esprimerne   il   valore  ornamentale   (valore   estetico,   stato 
fitosanitario,   dimensioni,   fattori   di   deprezzamento...).   A   causa   dell'elevata 
deperibilità   il  parametro che contribuisce a definire  in  larga parte la qualità  di 
questi   prodotti   è   la   capacità   di   conservare   le   caratteristiche   ornamentali. 
Correntemente la qualità viene definita come la capacità di un prodotto o di un 
servizio   di   soddisfare   le   aspettative   dell'acquirente   ed   è   il   risultato   della 
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combinazione   di   attributi,   proprietà   o   caratteristiche   che   gli   conferiscono   un 
valore in funzione della sua utilizzazione. 
Per   le   piante   fiorite   in   vaso,   la   persistenza   della   fioritura   è   naturalmente   un 
requisito essenziale per il loro successo commerciale, ma vanno considerati anche 
altri parametri come per esempio il numero di fiori aperti sulla pianta e la durata 
della fiorita dell'intera pianta. 
La longevità del fiore, tuttavia viene necessariamente compromessa da tutta una 
serie di eventi,  come per esempio l'appassimento e  l'abscissione dei petali  che 
sono   posposti   a   quella   che   è   la   funzione   naturale­ecologica   del   fiore   cioè 
assicurare   la   perpetuazione   della   specie.   Per   questa   ragione   il   fiore   è 
geneticamente programmato per una vita breve.
In   floricoltura,   invece,   il   fiore   acquisisce   una   funzione   prevalentemente 
ornamentale e per questo motivo si mettono in atto tutti gli accorgimenti volti a 
prolungare il più possibile la longevità del fiore stesso. 
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1.2   Meccanismi   fisiologici   e   molecolari   della 
senescenza fiorale
1.2.1   La   senescenza   fiorale   e   la   morte   cellulare 
programmata
Si   è   osservato   un   crescente   interesse   da   parte   della   ricerca,   nei   trenta   anni 
trascorsi,  per quanto concerne la  senescenza della  pianta,   intesa come uno dei 
fondamentali   processi   vitali   di   un   organismo   vegetale   (Leshem   et   al.,   1986; 
Sacher, 1973; Thimann, 1980). 
La maggior parte dello sforzo si è concentrato sulla senescenza della foglia e sul 
comportamento   dopo   la   raccolta   (post­raccolta)   dei   frutti.   In   un   loro   lavoro, 
Mayak e Halevy (1980) hanno notato che poco era stato pubblicato fino a quel 
momento, circa la fisiologia della senescenza del fiore, e comunque le conoscenze 
sull'argomento potevano sommariamente avere come punto di partenza comune 
quello della più nota e discussa senescenza relativa alla foglia e alla maturazione 
dei frutti. Successivamente alla pubblicazione di Mayak e   Halevy (1980), quasi 
tutti gli studi fisiologici sulla senescenza del fiore si sono concentrati su cinque 
generi:  Dianthus,  Rosa,  Ipomoea,  Hibiscus e  Tradescantia;  i primi quattro   sono 
dicotiledoni ed inoltre gli  ultimi  tre sono effimeri.  La senescenza effimera del 
fiore in particolare, è stata ed è un sistema modello molto attraente e produttivo, 
perché gli eventi accadono rapidamente e quindi il lavoro di ricerca può procedere, 
ovviamente   nel   rispetto   dei   ritmi   biologici   dell'organismo,   in   maniera   più 
dinamica ed efficiente.
La   senescenza   e   la   morte   sono   processi   importanti   nel   ciclo   di   vita   di   un 
organismo.   La   senescenza   è   un   processo   attivo   durante   il   quale   le   sostanze 
nutrienti   sono  metabolizzate   dagli   organi   senescenti   in   funzione   di   quelli   in 
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crescita attiva. La senescenza degli organi, come per esempio quella delle foglie, 
sembra  differire  dal   tipico  PCD o  morte  programmata  della   cellula,  per   certi 
aspetti significativi. Le cellule negli organi senescenti subiscono una graduale, ed 
ordinata   disgregazione   dei   componenti   e   dei   composti   citoplasmatici.   Più 
sostanzialmente,   i   nuclei   non  mostrano  mutamenti   strutturali   notevoli   fino   a 
quando   non   si   instaura   il   processo   di   senescenza   (Nooden  et   al.,   1997).   La 
senescenza che segue la fase riproduttiva di molte piante, è una delle forme più 
drammatiche   e   probabilmente   più   complesse   della   senescenza   ed   è   indotta 
solitamente dalle strutture riproduttive. Alcuni fitormoni sembrano controllare il 
processo  di   senescenza;  per   esempio   le  gibberelline  controllano   la   senescenza 
dell'apice  in  piselli   (Pisum sativum)  mentre   l'etilene stimola   la   senescenza del 
petalo e della foglia, che ha come dirette conseguenze l'essiccamento dei sepali e 
loro   abscissione,   accortocciamento   dei   petali,   appassimento   e   perfino 
cambiamenti di colore (Davies, 1995). 
I fiori possono essere classificati, come i frutti, in climaterici, se presentano un 
picco respiratorio preceduto da un aumento notevole nella produzione di etilene o 
non­climaterici, se la respirazione diminuisce lentamente fino alla senescenza ed 
alla  morte  (Fig.   1.2.1).   Nelle   specie   climateriche   la   produzione   di   etilene   è 
centralmente coinvolta nella senescenza del petalo,  e questa a sua volta risulta 
indotta   in   risposta   all'etilene:   ciò   contribuisce  a   confermare   il   coinvolgimento 
dell'etilene in entrambe le fasi di iniziazione e poi successiva regolazione della 
senescenza, infatti l'ACC sintasi (amino­ciclopropene carbossilato sintasi) e l'ACC 
ossidasi   (amino­ciclopropene   carbossilato   ossidasi),   enzimi   chiave   della   via 
biosintetica dell'etilene, aumentano all'inizio e al  procedere della senescenza,  e 
tutto ciò non si verifica nelle specie non­climateriche (Williams et al., 1995).
1. Introduzione
10
 Figura 1.2.1 – Crescita e respirazione in specie definite climateriche e non climateriche
Solo recentemente, la morte programmata delle cellule (PCD) è stata studiata nei 
sistemi vegetali (Rubinstein, 2000). PCD è un termine molto generale che descrive 
il   processo   tramite   cui   le   cellule   promuovono   la   propria   morte   mediante 
l'attivazione   di   sistemi   che   comportano   la   loro   autodistruzione.   La   morte 
programmata, “suicida”, delle cellule è un campo della ricerca che ha cominciato 
soltanto da qualche anno ad essere esaminato dettagliatamente negli  organismi 
vegetali   e   già   è   stato   indicato   essere   essenziale   nei   processi   quali   la 
differenziazione dello xilema e la degenerazione delle cellule dei tepali. 
La PCD nelle piante ha un ruolo: 
• strutturale, mediante la formazione delle fibre o dei condotti per trasporto 
dei nutrienti; 
• adattativo,   che   si   esplica     attraverso  meccanismi   atti   a   ridistribuire   le 
risorse ed ad impedire la perdita di acqua e formazione di aerenchima;
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• difensivo, con lo scopo di arrestare la crescita e la diffusione degli agenti 
patogeni. 
Nel   caso   della   differenziazione   dello   xilema   (Fukuda,   2000),   la   morte 
programmata   cellulare   potrebbe   essere   importante   in   quanto   andrebbe   ad 
incrementare   il   flusso  dell'acqua  nei   gambi   di   fiori   recisi,   evitando  quindi   la 
formazione di emboli all'interno dei vasi. In seguito al taglio, infatti, l'aria entra 
nei vasi xilematici interrompendo la continuità idraulica; l'aria una volta entrata 
blocca il flusso ascensionale provocando un rapido appassimento del fiore reciso. 
Inoltre, la PCD è considerata il punto finale della senescenza, permettendo alla 
pianta di riciclare le sostanze nutrienti in un modo ordinato (Swidzinski  et. al., 
2002). 
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1.2.2 Cambiamenti strutturali e biochimici  
La   senescenza   fiorale   è   intrinsecamente   accompagnata   da   un   deterioramento 
morfologico,   biochimico   e   fisico   dei   tessuti   dell'organo   riproduttivo   (fiore). 
Generalmente   questo   processo   di   invecchiamento   comprende   una   serie   di 
alterazioni metaboliche come il calo del  contenuto  proteico,  il  turnover  proteico 
degli enzimi proteasi, la diminuzione della fluidità dei lipidi di membrana  ed un 
incremento del tasso respiratorio (van Doorn e Stead, 1997). 
Alcune caratteristiche che contraddistinguono il processo di senescenza sono: la 
produzione   dell'etilene,   l'aumento   della   respirazione,   l'induzione   di   enzimi 
catabolici, il decremento del contenuto proteico, dei polisaccaridi e del contenuto 
in acidi nucleici ed infine la perdita delle funzioni della membrana (Roderick et 
al., 1992).
1.2.2.1 Le membrane
Durante l'invecchiamento dei fiori, le modifiche che si verificano a carico delle 
proprietà fisiche delle membrane riflettono i cambiamenti nella loro composizione 
come diretta conseguenza delle alterazioni dei processi metabolici (Borochov e 
Woodson, 1989). L'incremento della permeabilità della membrana è un attributo 
caratteristico dei tessuti vegetali senescenti (Ferguson e Kende, 1977; Hanson et 
al., 1975; Sacher, 1973; Suttle e Kende, 1978; Thimann, 1978). Il disseccamento 
delle   foglie,   l'appassimento   dei   petali   e     l'aumento   del   flusso   dei   costituenti 
cellulari   come   i   pigmenti,   gli   zuccheri   e   gli   elettroliti   vacuolari   sono   tutte 
manifestazioni dei cambiamenti più sensibili nell'integrità della membrana che si 
presentano durante la senescenza. 
Molte  delle   funzioni   relative alla  permeabilità  della  membrana,  sono associate 
alla composizione ed all'organizzazione dei componenti lipidici delle membrane 
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(Simon, 1974). In tutti i tessuti vegetali, il decadimento delle membrane cellulari 
determina cambiamenti  graduali  nelle proprietà   fisiche dei componenti  lipidici, 
come per esempio  la  diminuzione della   fluidità   (Borochov e Woodson, 1989); 
queste alterazione generalmente precedono la perdita di capacità  da parte della 
membrana  di   fungere  da  barriera   idrofoba  (Faragher  et  al.,  1987),  e  quindi   il 
tessuto vegetale progressivamente tende a disidratarsi a causa della fuoriuscita di 
acqua. La fluidità  ridotta delle membrane plasmatiche che si manifesta durante 
l'invecchiamento,   sembra essere un fenomeno generale  che è   stato  osservato e 
dimostrato sia per le membrane di cellule batteriche (Amar et al., 1979) che per 
membrane di cellule animali (Shiga et al., 1979). 
E'  ormai  noto da tempo che la presenza del colesterolo nelle membrane ha lo 
scopo di aumentarne la loro microviscosità (Demel e DeKruyff, 1976; Shinitzky e 
Henkart,   1979)   in   condizioni   normali,   per   gli   organismi   attivi.   Tuttavia   il 
colesterolo   è   soltanto   un   componente   secondario   degli   steroli   vegetali   totali 
(Donaldson   e   Beevers,   1977),   quindi   Borochov  et   al.   (1982)   hanno   studiato 
l'incremento in contenuto di tipici steroli vegetali in relazione alla microviscosità e 
non  hanno osservato  alcuna  alterazione  nel   livello  degli   steroli  col  progredire 
dell'invecchiamento  di  petali  di   rosa.  Contrariamente  agli   steroli,   il   livello  dei 
fosfolipidi è diminuito durante la senescenza, risultava infatti dimezzato rispetto al 
relativo  livello  originale.  Risultati   simili   sono stati   trovati  anche  per   i   fiori  di 
Tradescantia e di Ipomea (Beutelman e Kende, 1977; Suttle e Kende, 1980). Come 
conseguenza della riduzione del contenuto in fosfolipidi in relazione al contenuto 
di   steroli   liberi,   si  è   osservato  un   incremento  del   rapporto   fra   steroli   liberi   e 
fosfolipidi (Borochov et al., 1982). Questi risultati indicano essenzialmente che la 
ragione  principale   relativa   ai   cambiamenti   osservati   nella  microviscosità   della 
membrana di petali di rosa con l'avanzare dell'età è la diminuzione nel contenuto 
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di fosfolipidi,   inoltre questa condizione è  stata riscontrata anche in altri  tessuti 
vegetali (Ferguson e Simon, 1973) e può derivare da una riduzione della sintesi del 
fosfolipide, da un aumento catalitico nella sua degradazione, o da entrambi. 
Quindi il deterioramento della membrana attribuibile alla degradazione dei lipidi 
ed   alla   successiva   destabilizzazione   del   doppio   strato,   sembra   essere   una 
caratteristica fondamentale della senescenza (Thompson, 1984). Durante le fasi 
iniziali della senescenza, è stato osservato un cospicuo declino del contenuto in 
fosfolipidi   della   membrana   espresso   come   incremento   del   rapporto   steroli 
liberi:fosfolipidi (Beutelmann e Kende, 1977; McKersie et al., 1978; Thompson et  
al., 1982).
1.2.2.2 L'attività enzimatica
È stato proposto che la diminuzione in fosfolipidi derivasse da un aumento della 
degradazione e/o da una diminuzione della sintesi  di questi composti (Borochov e 
Halevy, 1982). La senescenza dei petali di rosa sembra essere caratterizzata da una 
diminuzione   nella   capacità   delle   cellule   di   sintetizzare   i   fosfolipidi   e   da   un 
aumento dell'attività della fosfolipasi A (in rosa la fosfolipasi D si mantiene entro 
livelli stadard durante tutto il suo ciclo vitale, mentre la fosfolipasi A risulta essere 
il doppio durante la senescenza fiorale) (Borochov  et al., 1982); una situazione 
simile è stata dimostrata in Tradescantia, in cui l'attività della fosfolipasi, correlata 
alla riduzione del livello di fosfolipidi durante la senescenza, è stata attribuita all' 
acyl idrolasi (Shuttle e Kende, 1980).
Questi due cambiamenti possono essere responsabili della riduzione del contenuto 
in   fosfolipidi,   che   a   sua   volta,   provoca   un   aumento   nel   rapporto   steroli 
liberi:fosfolipidi, provocando una riduzione nella fluidità della membrana. 
In letteratura sono infatti presenti numerosi studi che confermano l'esistenza di 
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enzimi fosfolipide­degradanti implicati come agenti di deterioramento del lipide 
nelle  membrane   senescenti   (Borochov  et  al.,   1978;  Borochov  e  Halevy,  1982; 
Suttle e Kende, 1980). Questa osservazione di per se' sottintende un ruolo per le 
lipasi nel deterioramento delle membrane e successivamente è stato stabilito che 
esistono   tre   enzimi   di   degradazione   dei   lipidi:   la   fosfolipasi   D,   la   fosfatasi 
dell'acido   fosfatidico   e   l'acyl   lipolytic   idrolasi,   che   aumentano   la   loro   attività 
durante la senescenza (Paliyath e Thompson, 1987; Herman e Chrispeels, 1980). 
Questi  enzimi mediano collettivamente  il  collasso del  fosfolipide ed  il   rilascio 
degli acidi grassi liberi. Esiste inoltre la prova che i radicali liberi, indotti dalla 
perossidazione  dei   lipidi,   possano   contribuire   al   disfacimento  della  membrana 
durante   la   senescenza.  Dhindsa  et   al.,   (1981)   dimostrarono   l'esistenza   di   una 
correlazione   fra   la  perossidazione  dei   lipidi  e   la  permeabilità  della  membrana 
durante   la   senescenza   delle   foglie.   I   tessuti   senescenti   inoltre   accumulano   i 
prodotti   di  perossidazione  nel  doppio   strato   lipidico  della  membrana   (Pauls   e 
Thompson,   1984;   Wilhelm   e   Wilhelnova,   1981)   e   probabilmente   data   la 
localizzazione di questi prodotti, sembra logico pensare che siano proprio questi a 
destabilizzare la struttura del doppio strato lipidico. Una conseguenza apparente di 
questa situazione è la diminuzione nella fluidità della membrana (Ben­Arie et al., 
1982; Borochov et al., 1976; McKersie et al., 1978; Thompson et al., 1982). 
La   perossidazione   dei   lipidi   della   membrana   sembra   essere   quindi   una 
caratteristica peculiare della senescenza (Chia  et al., 1981; Dhindsa  et al., 1981; 
Pauls   e  Thompson,   1984)   e   queste   reazioni   di   perossidazione  possono   essere 
messe   in   moto   enzimaticamente   attraverso   le   lipossigenasi,   in   quanto   il 
cambiamento di fluidità che accompagna la senescenza delle   membrane può in 
gran parte essere attribuito ad una rimozione selettiva degli acidi grassi insaturi da 
parte di questi enzimi. 
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La lipossigenasi, un enzima che è capace di formare specie attive dell'ossigeno e 
dare  inizio alla  perossidazione del   lipido,  è  anch'essa associata alle membrane 
senescenti (Lynch et al., 1985; Lynch e Thompson, 1984). La lipossigenasi nella 
membrana o nel citosol rimarrà  essenzialmente latente fino a quando non sarà 
liberato il substrato sotto forma di acidi grassi liberi. Infatti durante il progredire 
della   senescenza,   l'acido   linoleico   e   l'acido   linolenico,   che   rappresentano   i 
substrati per l'attività delle lipossigenasi, sarebbero fra gli acidi grassi liberati dai 
fosfolipidi della membrana (Fobel et al., 1987). 
In   aggiunta,  durante   la   senescenza  del   fiore   risultano  aumentate   le   attività   di 
enzimi   come   le   RNasi,   le   DNasi   e   l'idrolasi   della   parete   cellulare,   che 
contribuiscono   similmente   ad   un   calo   del   contenuto   in   proteine   e   alla 
degradazione dell'RNA (Mayak e Halevy, 1980).
Un aumento nell'attività della RNasi è stato associato ad una varietà di processi, 
compreso   la   senescenza   (Wilson,   1982);   infatti,   questo   enzima,   sembrerebbe 
coinvolto nel catabolismo degli acidi nucleici durante l'invecchiamento del fiore e 
in generale in tutti i tessuti vegetali. 
Il ruolo dell'RNasi nella senescenza sembrerebbe associato alla rimobilizzazione 
del fosfato (Wilson, 1982; Taylor et al., 1993). Sono stati indivituati diversi tipi di 
Rnasi in petali senescenti di Hemerocallis fulva (Panavas et al., 1998) e di Petunia 
(Xu   e   Hanson,   2000),   rispettivamente   un   fiore   etilene­insensibile   e   un   fiore 
etilene­sensibile, che manifestano in ambedue i casi un incremento considerevole 
della loro attività catalitica. Ciò conferma la valenza ubiquitaria che questi enzimi 
hanno negli organismi vegetali durante la senescenza del fiore.
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1.2.3 Il ruolo degli ormoni: aspetti generali
La teoria di  ormai  cento anni  fa circa  la  presenza di specifiche sostastanze in 
grado di controllare i processi di crescita e di sviluppo della pianta è stata validata 
quando   sono   stati   identificati   i   primi   ormoni   ed   è   stata   chiarita   la   loro 
partecipazione in numerosi processi vegatali (Davies, 1995).
Le piante per svolgere determinate funzioni necessitano di stimoli che innescano 
determinati processi come la riproduzione di cellule, la distensione di tessuti, la 
maturazione dei frutti e la senescenza. Questi meccanismi sono in genere guidati 
dalla   formazione   di   particolari   sostanze   chimiche   dette   ormoni   vegetali.
Generalmente  quando   si   parla   di   ormoni   vegetali   si   deve  distinguere   fra   due 
denominazioni:  gli  ormoni  vegetali   sono   le   sostanze  naturali   sintetizzate  nelle 
piante,  mentre  in  genere si  dicono fitoregolatori  quelle   sostanze  di   sintesi  che 
stimolano le piante a svolgere determinate funzioni proprie degli ormoni naturali.
Lo studio delle sostanze ormonali vegetali progredisce con la ricerca e non sono 
ancora  noti   tutti   i  meccanismi  e   le   influenze  che   tali   sostanze  svolgono nelle 
piante. Le principali sostanze che nelle piante esercitano funzioni ormonali sono: 
le   auxine,   le   gibberelline,   le   citochinine,   l'acido   abscissico   e   l'etilene.
Il   loro   ruolo  non  è   in   genere  diretto   a   svolgere   una   funzione   esclusiva:   esse 
entrano solitamente in sinergia ed equilibrio tra loro con diverse sostanze, al fine 
di modulare l'andamento di numerosi processi. 
Gli   ormoni   vegetali   o   “fitormoni”  giocano   sicuramente   un   ruolo   cruciale   nel 
controllare l'evoluzione e la direzione dei processi  di crescita e sviluppo di un 
organismo vegetale. Mentre le varie componenti metaboliche provvedono a creare 
energia, quindi alimentazione per le diverse componenti cellulari, mediante precisi 
percorsi programmati anche per la delocalizzazione della stessa, sono gli ormoni 
ad   avere la funzione di regolare e controllare la velocità di sviluppo dei diversi 
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organi   e   tessuti   dell'organismo   vegetale   per   determinare   l'insieme   che   noi 
identifichiamo come organismo vegetale.
Con l'avvento della genetica molecolare, i meccanismi molecolari riguardanti il 
modo  in   cui   la   sintesi  dell'ormone   si  modifica   e   si   trasforma   in  una   risposta 
cellulare, appaiono adesso meno disgregati. I diversi componenti quali i recettori, 
gli intermediari della via di trasduzione del segnale (chinasi e fosfatasi) ed i fattori 
downstream  (a  valle)  della   trascrizione,   sono stati   tutti   indentificati  ed è   stato 
attribuito   loro   un   ruolo   specifico   nel   “signalling”   (segnalazione)   ormonale 
(McCourt,   1999).   Tuttavia   l'identificazione   delle   diverse   componenti   che 
partecipano   alla   trasduzione  del   segnale  dell'ormone,   risulta   sperimentalmente 
limitata a come la pianta usa gli ormoni per coordinare il proprio sviluppo. Per 
esempio non è ancora chiaro il fenomeno per il quale un singolo ormone possa 
essere coinvolto in diverse risposte indipendenti ed allo stesso tempo, differenti 
ormoni   possano   interessare   lo   stesso   processo.   Sembra   logico   pensare   e   la 
bibliografia lo conferma che possa esistere una sorta di comunicazione trasversale 
tra gli ormoni implicati nello stesso processo (Gazzarini e McCoourt, 2002).
Tre diversi approcci sono stati frequentemente utilizzati per indagare il ruolo di 
specifici ormoni come sostanze in grado di partecipare al processo di senescenza, 
e sono (Davies, 2005): 
i. l'applicazione esterna di una sostanza, con lo scopo di riscontrare eventuali 
cambiamenti  relativi a possibili alterazioni nella fiosiologia della pianta;   
ii. la  misurazione  dei   livelli   degli   ormoni   negli   organi   oggetto   di   studio, 
prima, durante e dopo la senescenza; 
iii. il  metodo   genetico­molecolare   in   funzione   del   quale   è   stato   possibile 
capire   come   i   livelli   dell'ormone   endogeno   alterino   la   percezione   e   il 
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segnale del processo fisiologico della senescenza. 
Per quanto riguarda il coinvolgimento degli ormoni nei processi di senescenza è 
noto che le citochinine e in alcuni casi le gibberelline (Jordi  et al., 1996) fanno 
ritardare la perdita di Clorofilla mentre l'etilene e l'ABA ne aumentano il tasso di 
perdita.  Per  esempio  l'applicazione esogena di  citochinine su organi  distaccati, 
come fiori  e fronde recise, fanno ritardare il processo di senescenza (Mayak e 
Halevy, 1970).  Per  concludere,   il   ruolo dell'etilene e  dell'ABA nel processo di 
senescenza viene discusso nei successivi paragrafi più dettagliatamente. 
1.2.3.1 Etilene
L’etilene   è   l’ormone   vegetale   più   semplice   (relativamente   alla   composizione 
chimica),   che   si   distingue   dagli   altri   per   la   sua   natura   gassosa.   Questa   sua 
caratteristica ha mascherato per molti anni il suo effetto sulle piante. Gli studi sul 
ruolo fisiologico dell’etilene nelle diverse fasi di sviluppo delle piante sono stati 
effettuati dopo gli anni ’60, quando si sono diffusi i primi gas­cromatografi (Abels 
et al., 1992; Wang  et al., 2002). A partire dal 1901 uno studente russo, Dimitry 
Neljubow scoprì  gli effetti dell’etilene su pisello ma solo circa dieci anni dopo 
(1910) H.H. Cousins dimostrò per la prima volta che le piante possono sintetizzare 
questo   ormone.   Pochi   anni   più   tardi,   nel   1917,   fu   scoperto   il   suo   ruolo 
nell’abscissione delle foglie (Abeles et al., 1992). 
L’etilene   è   stato   considerato   un   prodotto   naturale   delle   piante   in   grado   di 
influenzarne e modularne molti processi fisiologici durante l’intero ciclo vitale 
esplicando il suo effetto a bassissime concentrazioni, nell’ordine delle nanomoli. 
Nelle piante non ha un sito preferenziale di biosintesi, ma viene prodotto da tutti 
gli   organi.  Tuttavia,   la   capacità   biosintetica   e   la   quantità   prodotta   variano  da 
tessuto a tessuto, da organo a organo, da pianta a pianta.
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La biosintesi è principalmente indotta da stress biotici e abiotici, per cui spesso è 
definito  ormone dello  stress.  Studi   fisiologici  sull’interazione ormone e  pianta 
hanno dimostrato che la produttività di una pianta è inversamente proporzionale 
alla concentrazione dell’etilene nell’ambiente, generalmente una forte riduzione è 
visibile quando la concentrazione dell’etilene varia da 50­100 nmol mol­1 di aria 
(Klassen e Bugbee, 2004). Le piante durante la fase di sviluppo e differenziazione 
sono caratterizzate da una produzione di etilene elevata, poi diminuisce quando 
raggiungono la maturità ed aumenta di nuovo durante la senescenza (Wheeler et  
al., 2004). Questo andamento può essere osservato nei diversi organi di una pianta 
in crescita, come ad esempio lo sviluppo ed apertura di una gemma a fiore, oppure 
durante la crescita di un’intera pianta. Il picco di etilene, durante la crescita del 
grano, è stato osservato nello stadio di rapida crescita quando i tassi di fotosintesi, 
respirazione e assorbimento degli elementi nutritivi erano massimi (Wheeler  et 
al., 2004).
1.2.3.1.1 Struttura e biosintesi dell'etilene
La struttura. L'etilene è un ormone vegetale che ha la caratteristica esclusiva di 
potersi diffondere nei tessuti della pianta essendo un gas. Tale proprietà  deriva 
dalla sua semplice struttura chimica, (è  un alchene), che è  caratterizzata da un 
doppio legame fra il C1 e il C2  (Fig. 1.2.2).  
Figura 1.2.2 – Struttura chimica dell'etilene
Questo ormone ha un peso molecolare pari a 28, valore nettamente inferiore a 
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quello valutato per la miscela gassosa atmosferica, ed è  per questa ragione che 
l'etilene è estremamente volatile. 
La   biosintesi.  Gli   esperimenti   in   vivo   hanno   indicato   che   i   tessuti   vegetali 
convertono l­[14C]metionina in [14C] etilene e che l'etilene ha origine dai carbonio 
3 e 4 della metionina (Fig. 1.2.3). Il gruppo CH3­ S della metionina è riciclato via 
il   ciclo   di  Yang   (McKeon  et   al.,   1995).  Senza  questo   riciclaggio,   la   quantità 
presente di zolfo ridotto limiterebbe la metionina disponibile e la sintesi di etilene. 
La  S­adenosilmetionina   (SAM),   che  è   sintetizzata   a   partire   dalla  metionina   e 
dall'ATP,   è   un   intermedio   nella   via   biosintetica   dell'etilene   ed   il   precursore 
immediato dell'etilene è acido 1­carbossi­aminociclopropano (ACC) (si veda Fig. 
1.2.3). Il ruolo dell'ACC è  diventato evidente negli esperimenti in cui le piante 
sono state trattate con [14C]metionina. In condizioni anaerobiche, l'etilene non è 
stato   prodotto  dalla   [14C]metionina   e  gli  ACC marcati   si   sono   accumulati   nel 
tessuto.   In   presenza   di   ossigeno,   tuttavia,   la   produzione   dell'etilene   si   è 
manifestata. L'ACC marcato è stato convertito velocemente in etilene in presenza 
di   ossigeno   dai   vari   tessuti   vegetali,   cio'   ha   suggerito   l'idea   che   l'ACC   è   il 
precursore immediato dell'etilene nelle piante superiori e che l'ossigeno è richiesto 
per la conversione. In generale, quando l'ACC è fornito esogenicamente ai tessuti 
vegetali, la produzione dell'etilene aumenta sostanzialmente. Questa osservazione 
indica che la sintesi dell'ACC rappresenta solitamente lo step attraverso il quale si 
limita la produzione di etilene nei tessuti vegetali.  L'ACC sintasi,   l'enzima che 
catalizza la conversione di AdoMet in ACC, è stato caratterizzato in molti tipi di 
tessuto di varie piante (Olson et al., 1991). L'ACC sintasi è un enzima citosolico 
instabile;   il   relativo   livello  è   regolato  dai   fattori   ambientali   ed   interni   (ferite, 
siccità, auxine...), (Nakagawa et al., 1991). 
Poiché l'ACC sintasi è presente in piccolissime concentrazioni nei tessuti vegetali 
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(a titolo di esempio rappresenta lo 0.0001% della proteina totale del pomodoro 
maturo)  ed è  molto  instabile,   risulta  per questo motivo molto arduo purificare 
l'enzima   per   analisi   biochimiche.   L'ACC   sintasi   è   codificato   dai   membri   di 
differenti   famiglie   multigeniche   che   sono   differenzialmente   regolati   dai   vari 
induttori della biosintesi dell'etilene (Liang et al., 1992). 
Figura 1.2.3 –  Pathway biosintetico dell'etilene e ciclo di Yang. L'amminoacido metionina è  il 
precursore dell'etilene. Lo step di regolazione di questo pathway biosintetico è la conversione della 
S­adenosil metionina in ACC, che è catalizzato dall'enzima ACC sintasi. L'ultimo step nel pathway 
biosintetico, la conversione dell'ACC ad etilene, richiede l'ossigeno ed è catalizzato dall'enzima 
ACC ossidasi. Il gruppo CH3­S della metionina è riciclato via ciclo di Yang e così si conserva per 
continuare la sintesi. Oltre ad essere convertito in etilene, l'ACC può coniugarsi con N­malonyl 
ACC. AOA = acido amminoossiacetico; AVG = aminoetossi­vinilglicina. (McKeon ed altri 1995.)
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L'ACC ossidasi catalizza l'ultimo step nella biosintesi dell'etilene: la conversione 
dell'ACC ad etilene, a questo proposito si veda figura 1.3.2. Come l'ACC sintasi, 
anche l'ACC ossidasi è codificato da una famiglia multigenica differenzialmente 
regolata. Per esempio, durante la maturazione di frutti di pomodoro e durante la 
senescenza  di   fiori   di   petunia,   i   livelli   di  mRNA di   un   sottoinsieme  di   geni 
dell'ACC ossidasi risultano molto elevati (Reid, 1995). 
1.2.3.1.2 Ruolo fisiologico dell'etilene nel processo di senescenza
Negli ultimi 15 anni, sono comparsi numerosi studi relativi alla fisiologia della 
senescenza fiorale, focalizzati sul comportamento dell'ormone vegetale etilene che 
indubbiamente ha un importante ruolo per la comprensione e la progressione di 
questo   processo:   “..the   phythormone   ethylene   plays   a   critical   role   in   the  
regulation and coordination of flower senescence” (Borochov e Woodson, 1989). 
L'azione   dell'etilene   è,   almeno   in   parte,   responsabile   dell'aumento   della 
permeabilità della membrana che presumibilmente conduce alla morte del tessuto 
(Faragher e Mayak, 1984; Suttle e Kinde, 1980; Thompson et al., 1982). 
In  alcuni  sistemi  senescenti,   i  cambiamenti   fisici  osservati  sono stati  messi   in 
relazione   con   la   perdita   di   attività   dell'enzima   della  membrana   (McKersie   e 
Thompson, 1977) ed i grandi aumenti che si verificano nella permeabilità della 
membrana, con la conseguente perdita di integrità osmotica (Papahadjopoulos et 
al.,   1973;  Van  Dijk  et   al.,   1975).   I   cambiamenti   di   fase   e   di   viscosità   delle 
membrane senescenti della pianta, inoltre, sono stati correlati con un incremento 
del   rapporto   di   steroli:fosfolipidi   che   riflette   un   calo   del   fosfolipide   della 
membrana   (Borochov  et   al.,   1978;  Chia  et   al.,   1981;  McKersie  et   al.,   1978). 
Thompson  et  al.   (1982),  hanno evidenziato  che   l'aumento  della  microviscosità 
della  membrana di   fiori   senescenti  di  garofano,   risulta  essere  associato  ad  un 
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incremento, di tipo climaterico, della produzione di etilene, accompagnato inoltre 
da un aumento nel rapporto di steroli:fosfolipidi che può essere attribuito, come 
precedentemente affermato, alla perdita del fosfolipide dalle membrane. 
Suttle   e  Kende   (1980)   hanno   notato   che   l'etilene   condiziona   l'aumento   nella 
permeabilità della membrana in piante di  Tradescantia  senescenti, mediante una 
riduzione, nel tessuto, dei livelli del fosfolipide. Barber e Thompson (1980) hanno 
riportato che   i  cambiamenti   fisici  a  cui  sono soggetti   i   lipidi  delle  membrane 
vegetali   durante   il   processo   il   senescenza,   intensificano   notevolmente   la 
permeabilità   del   doppio   strato   lipidico   della  membrana.   Quindi,   sembra   che 
l'etilene possa facilitare sia i cambiamenti fisici che quelli chimici, nei lipidi della 
membrana di tessuti senescenti, che presumibilmente conducono alla perdita della 
compartimentalizzazione intracellulare. La senescenza dei petali di rosa coinvolge 
l'incremento, di tipologia climaterica, nella produzione dell'etilene, a cui segue: 
l'aumento   della   permeabilità   della   membrana,   i   petali   appassiscono   e   poi 
sopraggiunge la morte del tessuto (Faragher e Mayak, 1984). 
Durante la senescenza della pianta si  verificano cambiamenti  critici nello stato 
fisico dei lipidi della membrana che alterano l'integrità funzionale delle membrane 
e conducono alla morte delle cellule (Borochov e Faiman­Weinberg, 1984; Quinn, 
1981; Thompson et al., 1983). È ormai noto che l'etilene aumenta la permeabilità 
della membrana in petali di rosa (Faragher e Mayak, 1984) e che i cambiamenti 
nello   stato   fisico   dei   lipidi   della  membrana,   possano   favorire   una  maggiore 
permeabilità della membrana (Barber e Thompson, 1980; De Gier et al., 1982). Di 
conseguenza,   è   ragionevole   proporre   che   l'etilene   possa   alterare   le   proprietà 
fisiche delle membrane dei petali di rosa e quindi aumentare la loro permeabilità. 
Faragher et al.  (1987), osservaro che i cambiamenti nei parametri fisici, misurati 
nelle membrane di petali di rosa, precedono l'inizio dell'aumento climaterico nella 
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produzione   dell'etilene,   tuttavia   l'etilene   sembra   comunque   influenzare   il   loro 
sviluppo.  Questa  proposta  è   supportata  dall'osservazione che  gli   inibitori  della 
sintesi   o   dell'azione   dell'etilene   ostacolano   l'aumento   nella   temperatura   di 
transizione   del   lipido   (Faragher  et   al.,   1987).  Un'osservazione   simile   è   stata 
segnalata   in   petali   di   garofano   dove   l'etilene   ha   determinato   una   maggiore 
microviscosità della membrana (Thompson et al., 1983). Ciò permette di suggerire 
un   meccanismo   generale   d'azione   fisiologica   dell'etilene,   come   composto 
endogeno, in grado di alterare lo stato fisico dei lipidi di membrana, coinvolgendo 
cambiamenti   nella   composizione   lipidica   delle   membrane;   per   esempio:   una 
diminuzione  in  fosfolipidi   (Beutelmann e Kende,  1977;  Borochov  et  al.,  1982; 
Thompson et al., 1982), la reazione di perossidazione dei lipidi ed un aumento in 
lipidi  neutri  a  catena   lunga (Veen,  1979).  Questi  cambiamenti  senza ombra  di 
dubbio   riflettono   l'avanzamento  nel   tempo  del   processo  di   senescenza,   di   cui 
l'aumento   climacterico   della   produzione   di   etilene   è   una   caratteristica   della 
senescenza   irreversibile   avanzata.   In   conclusione,   la   serie   di   eventi   che   si 
presentano durante l'invecchiamento di petali di rosa, ma si può considerare anche 
per il generale processo di senescenza fiorale, sembra coinvolgere quanto segue: 
cambiamenti  nella   composizione   lipidica  che  conducono  ad  un  aumento  della 
microviscosità dei lipidi delle membrane, cambiamenti nella separazione di fase 
dei lipidi, un aumento di tipo climaterico nella produzione dell'etilene (peculiare 
di fiori climaterici, ovviamente), una maggiore permeabilità della membrana ed 
infine la morte delle cellule.
1.2.3.1.3 Effetti degli inibitori dell'etilene sulla senescenza
Durante   la   senescenza   del   fiore   è   stato   osservato   un   aumento   netto   nella 
produzione di etilene. In seguito, la produzione di etilene diminuisce e rimane 
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stabile   ad   un   basso   livello   (Borochov   e   Woodson,   1989).   La   produzione 
autocatalitica   dell'etilene   si   sviluppa   gradualmente   con   l'avanzamento   della 
senescenza dei tessuti. Durante il climaterio, si realizza un incremento coordinato 
nelle attività  dell'ACC sintasi e dell'ACC ossidasi (Woodson  et al., 1992; Ten e 
Woltering,   1997),   che   convertono   S­adenosil   metionina   (SAM)   in   acido   1­
carbossi­aminociclopropano (ACC) e l'ACC in etilene, (Yang e Hoffman, 1984). 
L'espressione dei geni dell'ACC sintasi e dell'ACC ossidasi in petali di garofano 
dipende  dalla   presenza  dell'etilene   (Savin  et   al.,   1995).  Gli   effetti   dell'etilene 
possono essere ridotti pretrattando i fiori con inibitori della biosintesi o dell'azione 
dell'etilene.   Questa   procedura   applicativa   consente   di   realizzare   ricerche 
scientifiche migliori, atte alla comprensioni dei fenomeni etilene­dipendenti che 
fanno parte  del  processo di  senescenza fiorale.  Qui  di  seguiti   si   richiama una 
panoramica   generale   dei   più   comuni   inibitori   dell'etilene   utilizzati   per   scopi 
commerciali   (come  principi   attivi   di  molti   composti   commerciali   in   grado  di 
incrementare   di   molto   la   longevità   dei   fiori)   e   di   ricerca;   verrà   focalizzata 
l'attenzione essenzialmente sull'1­MCP, essendo stato utilizzato per questo lavoro. 
Inibitori della sintesi. Tra questi citiamo l'aminoetossivinil­glicina (AVG) e l'acido 
amino­ossiacetico   (AOA).   Quest'ultimo   è   sicuramente   quello   maggiormente 
utilizzato sia per scopi commerciali che di ricerca, in quanto ha un basso impatto 
tossicologico.   L'AOA  è   un   inibitore   dell'ACC   sintasi;   Yu  et   al.   (1979), 
evidenziarono che l'AOA inibisce l'attività dell'ACC sintasi creando un complesso 
stabile   con   il   cofattore   essenziale,   il   piridossale   fosfato.   Fujino  et   al.   (1980), 
constatarono che quando i fiori di garofano venivano mantenuti continuamente in 
una   soluzione   contenete   l'AOA,   la   produzione   di   etilene   era   soppressa   e   di 
conseguenza l'appassimento veniva ritardato.  
Inibitori dell'azione. È stato osservato che trattando fiori di garofono recisi  con il 
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tiosolfato di argento (STS) si otteneva un prolungamento della loro durata (Reid et 
al., 1980; Altman e Solomos, 1995). Gli ioni d'argento sotto forma di tiosolfato 
d'argento, sono molto mobili nei tessuti vegetali e raggiungono molto velocemente 
le parti fiorali, comportando un ritardo nel processo di senescenza del fiore di 
garofano   (Veen   e  Van   de  Geijn,   1978);   inoltre   sembrano   ostruire   il   sito   del 
recettore   dell'etilene   che   determina   quindi   un'inibizione   della   produzione 
autocatalitica dell'etilene (Veen, 1979).  Un nuovo composto, 1­metil­ciclopropano 
(1­MCP), è stato aggiunto alla lista delle possibili alternative per l'estensione della 
durata e della qualità dei prodotti vegetali. L'uso dell'1­MCP promette di creare 
dei vantaggi non soltanto nell'agricoltura commerciale, ma anche nei programmi 
di   ricerca,   per   fornire   nuove   conoscenze  nelle   risposte   della   pianta   all'etilene 
(Blankenship e Dole, 2003). A temperatura ed a pressione standard, l'1­MCP è un 
gas con un peso molecolare di 54 e formula chimica C4H6.  L'1­MCP occupa i 
recettori di membrana per etilene in questo modo l'etilene non si può legare ed 
esplicare quindi  la sua azione. L'1­MCP viene commercializzato per  le colture 
ornamentali dalla Floralife, ed è stato approvato dall'Agenzia Americana   per la 
Protezione dell'Ambiente (EPA) nel 1999. L' 1­MCP in pratica protegge i prodotti 
vegetali, fiori e frutti, sia dalle fonti endogene che esogene di etilene. 1­MCP  ha 
impedito l'abscissione dei petali di geranio (Pelargonium peltatum) (Cameron e 
Reid, 2001), l'abscissione delle foglie e le clorosi in Codiaeum variegatum (Muller 
et al., 1998), l'abscissione di foglie, gemme e fiori in rosa (Serek et al.,1996). Le 
alterazioni   che   si   osservano   in   seguito   a   trattamenti   con  1­MCP al   livello   di 
risposte fisiologiche della pianta sono:
1. la produzione di etilene: l'applicazione di 1­MCP (5 nl l­1) ha ridotto di 2/3 
l'aumento climaterico della produzione di etilene in fiori di garofano ma 
non ha impedito la produzione dell'etilene endogeno (Sisler  et al., 1996). 
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L'1­MCP   ha   impedito   l'incremento   della   produzione   di   etilene   indotta 
dall'impollinazione che conduce alla senescenza in fiori di  Phalaenopsis  
(Porat  et  al.,  1995).  Gli   enzimi  della  via  biosintetica  dell'etilene,  ACC 
sintasi, l'ACC ossidasi e l'accumulo dei relativi mRNA sono inibiti dall'1­
MCP  (Dong  et   al.,   2001;  Mathooko  et   al.,   2001;  Owino   et   al.,   2002; 
Shiomi  et al.,  1999).   L'inibizione dell'accumulo degli mRNA dell'ACC 
sintasi e dell'ACC ossidasi da parte dell'1­MCP, indica che esiste una forte 
regolazione   a   feedback  per   la   produzione  di   etilene   (Nakatsuka  et   al., 
1997);
2. degradazione della clorofilla e cambiamenti di colore: l'1­MCP impedisce 
o   comunque   rallenta,   il   processo   di   degradazione   della   clorofilla   ed   i 
cambiameti   di   colore   in   un   grande   range   di   piante   coltivate.   Lo 
sverdimento   delle   arance   (Citrus   sinensis)   viene   bloccato   mediante 
l'applicazione di 1­MCP e stimolato da etilene esogeno (Porat et al., 1999). 
L'1­MCP rallenta  il   cambiamento di  colore  dell'esocarpo  (la  buccia)   in 
avocado (Feng et al., 2000; Jeong et al., 2002), e ritarda la degradazione 
della clorofilla in coriandolo (Jiang et al., 2002);
3. effetti  sulle proteine di membrana: l'1­MCP ha ritardato la diminuzione 
fisiologica delle proteine in foglie senescenti di coriandolo (Jiang  et al., 
2002); ha impedito, un aumento etilene­indotto nella perdita elettrolitica, 
nella diminuzione delle proteine della membrana e nella riduzione della 
fluidità dei lipidi che costituiscono la membrana in fiori di Petunia. Quindi 
l'1­MCP ha aumentato la longevità specifica del fiore, il peso fresco ed il 
contenuto  proteico   totale   rispetto   ai   controlli   non   trattati   (Serek  et  al., 
1995).
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4. la   respirazione:   in   generale,   l'1­MCP   riduce   i   tassi   di   respirazione   o 
rallenta l'incremento della respirazione (Tian et al., 2000). Con trattamento 
di 1­MCP, l'aumento respiratorio in avocado è stato rallentato di 6 giorni 
ed   è   stato   ridotto   per   il   40%  circa   ed   in   presenza  di   etilene   esogeno 
l'aumento   respiratorio   in   carote   (Daucus  carota)  è   stato   evitato   (Fan  e 
Mattheis, 2000).
                                                                                                       
1.2.3.1.4 Modello per la trasduzione del segnale etilene
Molte componenti chiave della via di transduzione del segnale dell'etilene sono 
state   identificate   per  mezzo   di   un   semplice   screening   genetico   che   ha   usato 
l'effetto   dell'etilene   su   semenzali   sviluppati   in   oscurità,   fenomeno   conosciuto 
come “triplice risposta”.  Nella specie modello  Arabidopsis   thaliana,   la  triplice 
risposta   è   caratterizzata   dall'inibizione   dell'allungamento   della   radice,   da   un 
ipocotile ispessito e da un uncino apicale esagerato. Le popolazioni di Arabidopsis 
mutanti   sono   state   selezionate   dai   semenzali   che  hanno  mostrato   un   fenotipo 
alterato nella   triplice  risposta  e questo metodo ha portato all'identificazione di 
numerosi   mutanti   etilene­insensibili.   Questi  mutanti   includono  etr1  (ethylene 
response) (Bleecker et al., 1988; Chang et al., 1993), etr2 (Sakai et al., 1998), ein2 
(ethylene insensitive) (Guzma'n ed Ecker, 1990; Alonso et al., 1999), ein3 (Roman 
et   al.,   1995;  Chao  et   al.,   1997),  ein4,  ein5,  ein6  (Roman  et   al.,   1995),  hls1 
(hookless) (Guzma'n ed Ecker, 1990) ed eir1 (ethylene insensitive root) (Roman et  
al., 1995). Inoltre i mutanti che sono stati identificati, hanno esibito una triplice 
risposta   anche   in   assenza   di   etilene.   Questi   includono  ctr1  (costitive  triple 
response) (Kieber et al., 1993) e ran1 (responsive to antagonist) (Hirayama et al., 
1999; Woeste e Kieber, 2000). Le analisi genetiche e molecolari di questi mutanti, 
hanno definito una via per la transduzione del segnale dell'etilene che conduce 
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dalla percezione iniziale dell'ormone, alla regolazione transcrizionale (Fig. 1.2.4).
Queste   componenti   formano   la   base   su   cui   è   stabilita   la   comprensione   della 
transduzione del segnale dell'etilene e molte ricerche sono attualmente improntate 
per capire il ruolo di questi elementi nel pathway. 
L'etilene è percepito da una famiglia di cinque recettori ancorati alla membrana 
(ETR1, ETR2, ERS1, ERS2, EIN4) che hanno somiglianza al sistema batterico a 
due compenti (Bleecker, 1999; Schaller e Kieber, 2002). 
E' interessante osservare che, mentre la maggior parte dei recettori sono localizzati 
sulla membrana plasmatica (es: per i fattori di crescita peptidici) o nel nucleo (es: 
recettori per gli ormoni steroidi), l'analisi del recettore dell'etilene ETR1 evidenzia 
Figura   1.2.4   ­  Via   per   la 
transduzione   del   segnale 
dell'etilene   basato   su   analisi 
genetica.   Sono   indicate   le 
componenti   chiave   di   questa 
via.   In   presenza   di   aria,   il 
regolatore   negativo   CTR1 
sopprime la via in modo che i 
regolatori   positivi   a   valle 
siano   inattivi,   quindi   si 
ottengono   semenzali   che 
mostrano   un   fenotipo   aria­
sviluppato.   Il   legame 
dell'etilene   invece,   induce 
l'inattivazione   di  CTR1,   e   in 
questo   modo   i   regolatori 
positivi   a   valle   sono   attivi. 
L'attivazione   delle   risposte 
dell'etilene   determina 
semenzali   che   mostrano   il 
fenotipo di triplice­risposta.
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la   sua   localizzazione   sul   reticolo   endoplasmico   (ER)   (Chen  et   al.,   2002).  La 
localizzazione dei recettori dell'etilene sul ER, tuttavia, pone le seguenti domande: 
perchè  questa  posizione particolare e  non un'altra?  Il  ER ha  una caratteristica 
particolare nel sostenere la trasduzione del segnale dell'etilene? In primo luogo, 
potrebbe essere energicamente efficiente avere un recettore ER­localizzato, poichè 
il recettore non è esportato completamente dal   sistema secretivo, alla membrana 
plasmatica, (che consumerebbe l'energia dell'ATP) (Chen et al., 2005). In secondo 
luogo,   i   recettori   sono   trasportati   rapidamente   al   loro   sito   d'azione,   e   questo 
potrebbe essere importante per i membri della famiglia del recettore dell'etilene di 
Arabidopsis, quali ERS1, ERS2 ed ETR2 la cui espressione è indotta da etilene 
(Hua  et al.,  1998).  In  terzo luogo,  il  ER rappresenta  il  sito multifunzionale di 
numerosi processi, per esempio: della omeostasi del calcio, della biosintesi e della 
modifica  delle  proteine,  del  metabolismo dei   lipidi  e  delle   risposte  agli   stress 
(Staehelin, 1997; Vitale e Denecke, 1999; Hara­Nishimura e Matsushima, 2003). 
L'etilene potrebbe regolare queste attività tramite la co­localizzazione della via di 
segnalazione con queste altre vie. Infine, il ER funge da organello­network, cioè si 
mette in contatto con quasi tutti gli altri organelli e sistemi di endomembrane della 
cellula   (Staehelin,   1997).   Questa   caratteristica   potrebbe   conferire   al   ER   la 
funzione d'impalcatura o di via maestra, consentendo l'integrazione di numerose 
vie di segnalazione, così  come la comunicazione fra i vari organelli all'interno 
della cellula. L'etilene infatti regola una vasta gamma di processi nella cellula e un 
sito per la percezione dell'etilene al livello del ER, probabilmente, potrebbe creare 
il punto di contatto  per tale diversità. 
Una  caratteristica   importante  della  via  di   segnalazione  dell'etilene  è   quella  di 
contenere sia i regolatori positivi che negativi, quindi esistono alcune proteine che 
servono ad indurre le risposte mentre altre le sopprimono.  
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Il modello di funzionamento per la trasduzione del segnale dell'etilene è indicato 
in figura 1.2.5.
 
Secondo il modello base di funzionamento, i recettori dell'etilene attivano l'attività 
chinasica   di   CTR1   nell'aria   (in   assenza   di   etilene).   CTR1   è   il   componente 
Figura   1.2.5   ­  Modello   per   la 
transduzione del segnale dell'etilene che 
comprende le caratteristiche biochimiche 
dei   componenti   della   via.   I   domini 
solubili della proteina sono indicati come 
cerchi mentre le possibili strutture delle 
transmembrane   sono   indicate   come 
linee.   Le   componenti   confermate   della 
via   sono   indicate   in   azzurro;   le 
componenti   più   recentemente   proposte 
sono indicate in arancio. In presenza di 
aria,   i   recettori  dell'etilene  mantengono 
CTR1 in uno stato attivo che serve per 
reprimere   le   risposte   dell'etilene.   In 
presenza   di   etilene,   la   repressione   è 
eliminata.   L'etilene   legandosi   inattiva   i 
recettori, quindi inattiva anche CTR1. Di 
conseguenza, EIN2 è attivato e ha inizio 
una cascata transcrizionale che coinvolge 
i fattori di trascrizione ERF e  EIN3/EIL. 
Entrambe   le   famiglie   dei   fattori   di 
trascrizione sono coinvolte nelle risposte 
che   regolano   l'etilene.   Il   livello   della 
proteina EIN3 è più basso in assenza di 
etilene che in presenza di etilene, ciò  è 
dovuto   alla   degradazione   dalla   via 
ubiquitinproteasome.   La   figura   inoltre 
riporta   le   componenti   che   sono   state 
segnalate  più   recentemente,  vale  a  dire 
un  modulo   di  MAPK   che   funziona   a 
valle di CTR1 e una via segnale a due­
componenti (AHP ed ARR) che funziona 
indipendentemente dalla via mediata da 
CTR1.
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successivo a  valle  dei   recettori  nella  via  di   segnalazione   (Kieber  et  al.,  1993; 
Huang  et  al.,  2003).  CTR1 è  una  Raf   ser/thr  chinasi  con  somiglianza ad una 
proteina chinasi mitogene­attivata (MAPKKK), e ciò suggerisce il coinvolgimento 
di una MAP­chinasi nella cascata di trasmissione del segnale che regola l'etilene. 
CTR1 a questo punto, sopprime attivamente le risposte a valle, e quindi risulta che 
i   fattori  di   trascrizione,  EIN2 ed EIN3/EIL  rimangono  inattivi.   In  presenza di 
etilene, questo si lega ai recettori, e gli ultimi non attivano più CTR1; in questo 
modo  CTR1 non può sopprime la via. Questo sistema di soppressione tiene conto 
dell'attivazione   di   EIN2,   dell'induzione   della   cascata   trascrizionale   e 
dell'organizzazione delle risposte dell'etilene. La presenza sia di regolatori positivi 
che   negativi   provoca   un  modello   per   la   segnalazione   dell'etilene   che   a   volte 
sembra   contro­intuitivo,   poichè   il   legame   dell'etilene   inattiva   in   anticipo   le 
componenti nella via. 
Evidenze sperimentali indicano che gli elementi ed il meccanismo di base della 
via  di   transduzione  del   segnale  dell'etilene,   si   conservano nelle  dicotiledoni  e 
monocotiledoni agronomicamente più importanti, anche se alcune differenze sono 
state osservate (Adams­Phillips  et al., 2004a; Klee, 2004). I recettori dell'etilene 
sono stati identificati in molte altre specie: sei geni in pomodoro (Lycopersicon 
esculentum) (Klee, 2002), cinque in riso (Oryza sativa) (Yau et al., 2004), quattro 
in tabacco (Nicotiana tabacum) (Terajima  et al., 2001), tre in cetriolo (Cucumis 
sativus) (Yamasaki  et al., 2000), garofano (Dianthus caryophyllus)   (Shibuya  et  
al.,  2002) e pera (Pyrus communis) (El­Sharkawy  et al.,  2003), due in melone 
(Cucumis melo) (Sato­Nara  et al.,  1999), passiflora   (Passiflora edulis) (Mita  et 
al., 1998), pesca (Prunus persica) (Rasori et al., 2002) e mais (Zea mays) (Gallie e 
Young,   2004)   ed   uno   in   frumento   (Triticum  aestivum)   (Ma   e  Wang,     2003). 
Ovviamente   le   analisi   dei   recettori   citati,   mostrano   proprietà   affini   a   quelle 
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rilevate per i recettori dell'etilene di Arabidopsis. Infatti i recettori:
(1) hanno omologia al sistema batterico a due componenti; 
(2) hanno ridondanza all'interno di una singola specie vegetale; 
(3) agiscono geneticamente come regolatori negativi delle risposte a valle; 
(4) regolano una vasta gamma di processi fisiologici. 
(5) mostrano   un'espressione   differenziale   durante   lo   sviluppo   con   un 
sottoinsieme di geni indotti da etilene.  
1.2.3.1.5 Espressione genica dei recettori dell'etilene durante la senescenza
I fiori sensibili all'etilene offrono sistemi­modello unici per studiare le risposte 
biologiche mediate dall'ormone vegetale etilene. La regolazione dell'espressione 
genica del recettore può avere la finalità  di aumentare la sensibilità  dell'etilene 
riducendo   il   numero   dei   recettori   dell'etilene,   oppure   quella   di   diminuire   la 
sensibilità   aumentando  l'espressione  del   recettore   (Muller  e  Stummann,  2003). 
Comunque,   nelle   numerose   risposte   dell'etilene   che   sono   state   esaminate,   gli 
aumenti nell'espressione del gene del recettore sono stati riscontrati per esempio in 
risposta agli stress, durante la senescenza o in risposta ad etilene esogeno (Muller 
et al., 2000a; Muller et al., 2000b; Lashbrook et al., 1998; Tieman e Klee, 1999; 
Ciardi  et al., 2000). I risultati che sono stati ottenuti studiando i geni coinvolti 
nella percezione fiorale dell'etilene e nella trasduzione del segnale a volte possono 
trovarsi in conflitto. Questi risultati contraddittori, oltre che nella specie modello 
pomodoro (Payton et al., 1996; Lashbrook et al., 1998), sono stati ottenuti anche 
in   studi  di  espressione  del   recettore  dell'etilene   in   fiori  di  Dianthus  e  di   rosa 
durante lo sviluppo e la senescenza. In  Dianthus  sembra che ci sia un rapporto 
inverso   fra   il   livello   di   espressione   del   recettore   dell'etilene   e   la   sensibilità 
all'ormone,   con   una   riduzione   della   quantità   di   proteine   del   recettore   che 
1. Introduzione
35
aumentano la sensibilità  all'etilene (Shibuya  et al., 2002). Questo ragionamento 
rappresenta ciò che predice il modello standard di trasduzione del segnale etilene 
(Alonso   e   Stepanova,   2004).   In   rosa,   tuttavia,   sembra   esistere   una   relazione 
parallela fra il livello del trascritto  del recettore dell'etilene e la longevità del fiore 
(Muller et al., 2000a; Muller et al., 2000b; Dervinis et al., 2000). Come era stato 
trovato nel caso di fiori di pomodoro (Payton et al., 1996; Tieman e Klee, 1999), 
l'espressione di RhETR3, che rappresenta uno dei quattro geni che codifica per il 
recettore dell'etilene in rosa, risultava aumentata in fiori senescenti. Similmente, 
l'abbondanza del gene del recettore dell'etilene era alta in una cultivar di rosa con 
vita fiorale breve (“Bronze”), mentre è rimasta a bassi livelli in un'altra cultivar 
con vita fiorale lunga (“Vanilla”), indicando che il sistema di risposta dell'etilene 
in   fiori   di   rosa,   si   compone   di   tipi   multipli   di   recettori,   con   modelli   di 
sovrapposizione   dell'espressione.   In   fiori   di   rosa,   trattamenti   con   etilene 
chiaramente   hanno   determinato   un   incremento   dell'espressione   del   gene   del 
recettore,   mentre   in   fiori   di  Dianthus  e   di   geranio,   l'etilene   applicato 
esogenicamente non ha interessato il livello di espressione del gene del recettore 
(Dervinis et al., 2000).  Questi risultati indicano che le differenze nella vita delle 
cultivars di rosa, in un ambiente privo di etilene ed in risposta ad etilene esogeno, 
possono essere dovute a diversità  nei livelli di espressione del recettore. Questi 
risultati  non sono conformi al  modello standard della  transduzione del segnale 
dell'etilene (Bleecker,  1999),   il  quale afferma che una riduzione del  livello dei 
recettori   provocherebbe   un   aumento   della   sensibilità   all'etilene,   mentre   un 
incremento   nel   numero   dei   recettori   determinerebbe   una   diminuzione   della 
sensibilità. 
Secondo   il  modello   standard   della   transduzione   del   segnale   dell'etilene   (Fig. 
1.3.4),   i   recettori  dell'etilene   (ETR1 ed   i   relativi  omologhi)  attivano CTR1  in 
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assenza  di  etilene  e  CTR1 attivo  inibisce  l'azione di  EIN2.  EIN3 ed  i   relativi 
omologhi   sono   stati   suggeriti   per   essere   regolatori   positivi   della   risposta 
dell'etilene.   In   opposizione,   i   recettori   ed   i   CTR1   regolano   negativamente   il 
segnale dell'etilene. Da questo modello si deduce che un aumento nel livello dei 
recettori o di CTR1, o una diminuzione nel livello di EIN3, dovrebbe provocare 
una diminuzione della sensibilità  all'etilene, mentre una diminuzione nel livello 
dei recettori o di CTR1, o un aumento nel livello di EIN3, dovrebbe determinare 
una maggiore sensibilità all'etilene. Secondo il presupposto fisiologico, ossia che 
la sensibilità  all'etilene aumenta durante  la  senescenza del   fiore ed  in   risposta 
all'etilene,  potrebbe quindi essere previsto un calo nel  livello dei recettori  o di 
CTR1, o un aumento nel livello di EIN3. Questa situazione non è il caso di fiori di 
rosa,  dove  i   livelli  della   trascrizione di  CTR1,  del   relativo omologo CTR2 ed 
inoltre di EIN3 sono stati studiati in fiori senescenti (Muller et al., 2000a; Muller 
et   al.,   2000b).   La   trascrizione   dei   due   geni   CTR   era   costitutiva   durante   la 
senescenza ed aumentava in risposta ad etilene esogeno. Per contro, il fattore di 
trascrizione RhEIN3 è stato trovato essenzialmente espresso in fiori senescenti ed 
in   risposta   a   trattamenti   con     etilene   e   con  ABA.  La   spiegazione   biologica, 
riguardo  l'esistenza di  una    molteplicità  di   recettori  dell'etilene  nelle  piante,  è 
attualmente sconosciuta, ma probabilmente potrebbe essere dovuta al fatto che i 
diversi recettori preservino un'identità funzionale distinta, attraverso la capacità di 
rispondere   in   maniera   differenziale   alle   segnalazioni   ormonali   inerenti   allo 
sviluppo (Lashbrook et al., 1998). Questa spiegazione può anche essere applicata 
a fiori di rosa, in cui l'etilene determina una maggiore espressione di RhETR1 e 
RhETR3   in   entrambe   le   cultivars,   mentre   soltanto   RhETR2   risulta   espresso 
costitutivamente nella   cultivar “Vanilla”. Nelle foglie di Arabidopsis, i livelli di 
trascrizione  dei  geni  ERS1,  ETR2 ed  ERS2  risultano  essere   regolati   a  monte 
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dall'etilene, mentre l'espressione di ETR1 e di EIN4 non dipende da trattamenti 
con etilene esogeno (Hua et al., 1998). In aggiunta, la risposta dei fiori all'etilene 
può essere alterata significativamente durante lo sviluppo del fiore (Verlinden et  
al.,  2002; Rubinstein,  2000).  La regolazione differenziale dell'espressione della 
famiglia genica del recettore, da parte dell'etilene può fornire un meccanismo per 
realizzare   sensibilità   diverse,   anche   per   la   stessa   risposta,   in   circostanze 
diversificate.   In   rosa,   l'aumento  dei   livelli  di   trascrizione  dei   recettori  dopo  il 
trattamento   con   ABA,   suggeriscono   la   partecipazione   di   questo   ormone   nel 
processo di senescenza. Non è tuttavia ancora chiaro, se la senescenza del fiore 
promossa dall'ABA sia dovuta ad una maggiore produzione di etilene oppure ad 
un   cambiamento   nella   sensibilità   del   tessuto   all'etilene   (Muller  et   al.,   1999). 
Quindi si può ulteriormente supporre, che i cambiamenti nella risposta all'etilene 
possano   essere   controllati   da   un   certo   numero   di   fattori   interni   ed   esterni, 
compreso i livelli dell'ormone, lo status dei carboidrati, gli stress ambientali ed i 
segnali  di  impollinazione (Verlinden  et al.,  2002; He  et al.,  1992; Porat  et al., 
1995).   Strategie   alternative,   atte   alla   diminuzione   della   sensibilità   all'etilene 
mediante trasformazione del gene che codifica per il recettore dell'etilene, quale 
etr1, potranno essere fattibili in futuro. Se il modello standard è corretto (ciò senza 
dubbio   implicherebbe   la   necessità   di   spiegare   quelle   osservazioni   che   non 
sembrano essere conformi ad esso),  quindi   la  sovra­regolazione del   livello  del 
recettore, la sovra­regolazione dei livelli CTR1, o la sotto­regolazione di EIN3, 
potrebbe   in   teoria   condurre   a   piante   etilene­resistenti   o   a   piante   in   cui   si   è 
selezionato organi etilene­insensibili. 
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1.2.3.2 Acido abscissico (ABA) 
L'acido abscissico è un regolatore della crescita (ormone), presente in tutti i tessuti 
vegetali.   In   un   primo   tempo   fu   considerato   solo   un   inibitore   della   crescita, 
successivamente   è   stato   scoperto   che   questo   ormone   è   coivolto   in   numerosi 
processi  fisiologici degli  organismi vegetali,  quali:  dormienza dei semi e  delle 
gemme, tropismo delle radici, chiusura stomatica, induzione di sintesi di proteine, 
embriogenesi  in   vivo  e  in  vitro,  movimento  dell'acqua,   fioritura,   senescenza  e 
abscissione. 
1.2.3.2.1 Struttura e biosintesi dell'ABA
La struttura. L’acido abscissico è un sesquiterpene a 15 atomi di carbonio (Fig. 
1.2.6). La sua molecola presenta un carbonio asimmetrico in posizione C1 che dà 
origine a due isomeri ottici: S (+) e R (­). 
Nei vegetali è presente solo l’enantiomero S (+), mentre la forma R (­) costituisce 
il   50%   dell’acido   abscissico   ottenuto   per   sintesi   chimica   [R,S   (±)ABA].   La 
presenza del doppio legame in posizione 2 dà origine a due forme geometriche 
diverse: 2, cis­ABA e 2, trans­ABA. Il primo isomero¸ quello che comunemente si 
indica come acido abscissico, è molto più diffuso nei tessuti vegetali rispetto al 
secondo, che possiede un’attività biologica minore.
Figura 1.2.6 – Struttura chimica dei due isomeri ottici (S e R) della forma geometrica cis­ABA; 
inoltre è rappresentata la struttura chimica della forma geometrica (S)­trans­ABA inattiva, la quale 
pero' risulta interconvertibile nella forma (S)­cis­ABA 
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La biosintesi. La sintesi dell'acido abscissico ha origine all'interno dei cloroplasti 
o in altri plastidi, mediante lo schema della figura 1.2.7. 
Figura 1.2.7 – Biosintesi dell'ABA. Nelle piante  l'ABA è sintetizzato via pathway dei terpenoidi.
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La biosintesi ha inizio dal precursore isopentenil difosfato (IPP), unità biologica 
dell'isoprene,  che conduce poi  alla  sintesi  di  un carotenoide ossigenato C40,   la 
violaxantina. La sintesi della violaxantina è catalizzata dalla zeaxantina epossidasi 
(ZEP). La violaxantina è poi convertita in un composto C40,  9'­cis neoxantina, il 
quale  a   sua  volta  viene  scisso   in  un  composto  C15  (xantossale),  con  proprietà 
fisiologiche simili all'ABA (inibitore della crescita). La scissione è catalizzata dal 
9'­cis­epossi­carotenoide diossigenasi (NCED). 
E' interessante notare che la sintesi dell'enzima NCED viene rapidamente indotta 
dallo stress idrico, suggerendo che la reazione di questo catalizzatore rappresenta 
uno  step  chiave  nella   regolazione  della  biosintesi  dell'ABA.  Questo  enzima  si 
trova nei tilacoidi, dove ovviamente sono localizzati i propri substrati. Infine lo 
xantossale viene ossidato ad ABA, passando dall'intermedio ABA­aldeide. Lo step 
finale   è   catalizzato   da   una   famiglia   di   aldeide­ossidasi   che   richiedono   come 
cofattore il molibdeno.
1.2.3.2.2 Ruolo fisiologico dell'ABA nel processo di senescenza
Durante   lo   sviluppo  del   fiore,   dallo   stadio  di   gemma  a   fiore   aperto,   i   livelli 
endogeni dell'ABA diminuiscono, mentre si osserva un rapido incremento durante 
la senescenza (Panavas et al., 1998, Ferrante et al., 2006). I trattamenti con ABA 
esogeno accelerano la senescenza del fiore in molti fiori recisi e la senescenza 
delle foglie (Woodson et al., 1979; Mayak e Halevy, 1972; Swanson et al., 1975; 
Quiles  et al.,  1995; Yeh  et al.,  1995). Garofani recisi,   trattati con ABA, hanno 
mostrato una riduzione della tenuta in vaso (Shibuya et al., 2000). Il rapporto che 
lega   l'ABA allo   stress   idrico,  nelle  piante   superiori  è   stato  molto  studiato per 
capire   la   risposta   della   pianta   agli   stress   ambientali   (Bartels   e   Sunkar   2005, 
Roelfsema e Hedrich 2005). Di conseguenza, lo stress idrico in fiori   recisi può 
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essere   responsabile   dell'induzione   della   biosintesi   dell'ABA   e   può   essere 
considerato per alcune specie come input per la senescenza del fiore (Ferrante e 
Vernieri,   2006).   In   petali   di   rosa,   il   rapporto  diretto   fra   lo   stress   idrico   e   la 
biosintesi  dell'ABA è   stato  dimostrato  usando ABA marcato.   I   risultati   hanno 
indicato che il progressivo assorbimento dell'acqua da parte del tessuto induce un 
aumento dell'ABA, mentre  in  fiori  collegati  fisiologicamente alla pianta non è 
stato  osservato nessun  incremento dell'ormone  (Le Page­Degivry  et  al.,  1991). 
Sulla base di questi  risultati,  è  stato suggerito che l'accumulo di ABA in fiori 
tagliati dopo la raccolta, potrebbe essere indotto dallo stress idrico. Questa ipotesi 
è stata confermata considerando che i fiori recisi sono suscettibili all'occlusione 
dei   vasi   xilematici;   questo   fenomeno   può   essere   principalmente   indotto   dalla 
proliferazione di colonie batteriche e fungine nell'acqua del vaso dopo la raccolta, 
oppure dalla formazione di emboli nello xilema in seguito al taglio (Zagory e Reid 
1986).  Di  conseguenza  la  biosintesi  prematura di  ABA può  essere considerata 
come l'inizio della senescenza del fiore. Il legame che intercorre tra il contenuto di 
ABA   e   la   tenuta   in   vaso   del   fiore,   è   stato   studiato   specialmente   in   rosa.   Il 
contenuto   di   ABA   endogeno   al   momento   della   raccolta,   risulta   essere 
inversamente  correlato  con  la  vita  delle   rose   in  vaso   (Mayak e  Halevy,  1972, 
Ménard  et   al.,   1996)   e   questo   risultato   può   essere   spiegato   considerando 
l'alterazione dei rapporti dell'acqua (Eze et al., 1986). In tessuti maturi, l'aumento 
del  livello di ABA induce numerose attività  enzimatiche e  inoltre coinvolge  la 
biosintesi  di  mRNA,  causando  la  comparsa  o   la   scomparsa  di   alcuni  mRNAs 
specifici. In fiori di  Hemerocallis fulva, i trattatamenti con ABA determinano la 
perossidazione dei lipidi, incrementi dell'attivita proteasica e la perdita di ioni da 
parte   delle   membrane   (Panavas  et   al.,   1998),   situazione   che   porta 
progressivamente al collasso e poi alla morte dei tessuti e quindi del fiore. Inoltre, 
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le applicazioni esogene di ABA inducono la biosintesi dell'etilene, la quale a sua 
volta può stimolare direttamente o indirettamente la senescenza del fiore (Aneja et 
al., 1999; Martínez et al., 1996). In alcuni fiori, l'ABA può stimolare la senescenza 
attraverso   l'etilene  ed  usando  gli   inibitori  dell'etilene  ABA­indotti,   questa   può 
essere evitata (Müller e Stummann, 2003). 
1.2.3.2.3 Effetti dell'ABA sull'espressione genica durante la senescenza
In   letteratura   sono   stati   principalmente   segnalati   gli   effetti   dell'ABA  esogeno 
sull'espressione di geni associati alla senescenza. Sono stati inoltre isoltati alcuni 
geni che risultano essere indotti direttamente dall'ABA. Per questo motivo appare 
chiaramente efficace  il   ricorso  ad analisi  di   tipo molecolare  atte  a  valutare   le 
differenze   nell'espressione   genica;   queste   ricerche   potrebbero   consentire 
l'isolamento di geni che sono direttamente indotti dall'acido abscissico in foglie 
giovani   o  mature   prima   dell'induzione   della   senescenza   (Ferrante   e  Vernieri, 
2006).   Inoltre,   l'espressione  genica  di  numerosi  geni,   che   sono  coinvolti   nella 
senescenza   del   fiore   o   della   foglia,   risulta   essere   aumentata   od   indotta   dai 
trattamenti con ABA. A titolo di esempio, l'endonucleasi S1, la subtilisina e il 
trasportatore  del  nitrato,   isolati   in   fiori   senescenti  di  narciso,   appaiono  sovra­
espressi, quando al tessuto viene applicato ABA esogeno (Hunter  et al., 2004). 
L'endonucleasi S1 è una proteina associata alla senescenza, isolata per la prima 
volta   in   fiori   senescenti   di  Hemerocallis   fulva  (Panavas  et   al.,   1999).   Le 
subtilisine, o idrolasi del carbonile, sono proteasi alcaline (pricipalmente proteasi 
della   serina),   che  hanno  un'alta   attività   specifica   su   substrati   proteinici;   sono 
proteasi stabili in condizioni alcaline o quando legate al calcio (Bryan et al., 1986; 
Strausberg  et  al.,   1995).   Il   trasportatore  del  nitrato  è   importante   specialmente 
durante la senescenza delle foglie, perché le sostanze nutrienti minerali, come il 
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nitrato, possono essere ridistribuite alle foglie più vecchie od ad altri organi della 
pianta,   in   cui   sono   immagazzinate   come   riserve.   Questa   strategia   è   attivata 
normalmente durante la senescenza naturale delle foglie (Yap  et al., 2003), ma 
sembra   avvenire   anche   nella   senescenza   indotta   dopo   la   raccolta.   I   geni   che 
codificano per queste sostanze, non sono necessariamente attivati dall'ABA, ma la 
loro espressione risulta maggiore, se i fiori o le foglie sono trattati con ABA. Le 
foglie   vecchie   di  Arabidopsis  trattate   con  ABA,  mostrano   l'induzione  di   geni 
differenti,   come  SAG12,  SAG13,  SAG17,  ERD1 e  RD21,   rispetto   alle  giovani 
foglie trattate, che mostrano invece solo l'induzione di SAG13 e RD21 (Weaver et  
al.,  1998).   SAG12   è   un   gene   associato   alla   senescenza   che   codifica   per   una 
proteinasi della cisteina che viene sempre espressa durante  la senescenza della 
foglia (Weaver et al., 1998); per questo motivo è stata usata in molte piante come 
promotore senescenza­specifico per analisi funzionali geniche. Un'altra proteinasi 
della cisteina indotta da ABA in foglie di  Arabidopsis è RD21. SAG13, codifica 
per un alcohol deidrogenasi a catena corta che viene indotta da ABA sia in foglie 
giovani che in quelle vecchie (Weaver et al., 1998). La funzione di queste proteine 
associate   alla   senescenza   è   quella   di   assicurare   la   detossificazione   durante   la 
senescenza del foglie, in quanto in questo processo fisiologico vengono liberati 
ioni metallici in seguito alla rottura delle proteine (Chen et al., 2003). 
Altri  geni  che sono indotti  dall'ABA sono SPA15,  il  pSEN 3,  pSEN4, pSEN5 
(Park et al., 1998). SPA15 è una proteina associata alla parete cellulare e la relativa 
funzione sembra essere correlata alle risposte di difesa (Yap et al., 2003). pSEN3 è 
coinvolta nel  turn­over delle proteine ed è una poli­ubiquitina. pSEN4, invece, è 
una   endoxiloglucano   transferasi,   associata   solitamente   alla   formazione   ed   alla 
riorganizzazione delle pareti cellulari durante sviluppo e l'espansione delle cellule 
(Goujon  et   al.,   2003).   Probabilmente,   l'induzione   di   questo   gene   durante   la 
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senescenza  può   essere   correlato   al   disfacimento  della   cellula.  Per   concludere, 
pSEN5   è   indotto   precocemente   durante   la   senescenza   e   la   sua   espressione   è 
repressa dall'etilene ed è indotta dall'ABA (Park et al., 1998). Tuttavia la funzione 
di questo gene è ancora sconosciuta.
1.2.3.3 Cross­talk ormonale: ABA ed etilene
Con la loro natura stazionaria, le piante devono essere bene adattate all'ambiente 
per sopravvivere. I cambiamenti ambientali funzionano come segnali ed innescano 
le numerose risposte cellulari, compresa la modifica dei modelli di espressione del 
gene e della regolazione metabolica, che conduce all'acclimatazione delle piante 
ed ad una nuova modulazione della velocità di sviluppo (Casal et al., 2003; Forde, 
2002; Iba, 2002; Paul e Pellny, 2003; Simpson e Dean, 2002; Stitt  et al., 2002; 
Thomashow,   1999;  Wang  et   al.,   2003).   Poiché   alcuni   segnali   promuovono   lo 
sviluppo delle piante, mentre altri lo reprimono, lo sviluppo di una pianta deve 
essere determinato in base al somma totale della regolazione positiva e negativa 
dei   vari   segnali.   Ancora,   poiché   il   ciclo   di   vita   di   ogni   pianta   è   basato 
fondamentalmente sul relativo programma inerente allo sviluppo interno in cui i 
fitoormoni svolgono i ruoli chiave (Bleecker e Kende, 2000; Heyl e Schmülling, 
2003; Johnson ed Ecker, 1998; ) e poiché alcuni segnali ambientali sono mediati 
dai fitormoni (De Smet et al., 2003; Signora et al, 2001; Xiong e Zhu, 2003), il 
sistema che governa la crescita e lo sviluppo deve anche coinvolgere i meccanismi 
per l'integrazione dell'ormone e di altri segnali. In studi passati, sulla base delle 
osservazioni derivate dalle risposte fisiologiche delle cellule o dell'intera pianta, 
era stato osservato che i fitormoni  funzionavano in cooperazione, sinergicamente 
o in maniera antagonistica tra loro. (Addicott e Lione, 1969; Lieberman, 1979; 
Murashige e Skoog, 1962). 
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L'ABA è conosciuto come l'ormone dello stress, e numerose informazioni sono 
state fornite circa il suo ruolo nella risposta delle piante agli stress abiotici. Al 
contrario, la partecipazione dell'ABA nella senescenza del fiore ancora non è stata 
studiata   largamente,   infatti   la   ricerca   in   questo   settore  è   stata  messa   a   fuoco 
principalmente sul ruolo dell'etilene. L'etilene, infatti, gioca un ruolo regolatorio 
chiave  nella   senescenza   fiorale;   al   progredire   della   senescenza   fiorale  è   stato 
osservato   un   incremento   della   produzione   dell'etilene.   Tuttavia,   alcune   prove 
suggeriscono   un   ruolo   anche   dell'acido   abscissico   in   numerosi   processi   della 
pianta.  È  chiaro che  le applicazioni esogene di ABA accelerano  la senescenza 
delle foglie e del fiore. I livelli di ABA aumentano durante la senescenza fiorale in 
tutti   i   fiori   etilene­sensibili   ed   insensibili.   L'ABA   non   può   essere   il   fattore 
principale responsabile della senescenza fiorale, ma certamente è un elemento del 
pool   dei   cambiamenti   fisiologici   che   caratterizzano   la   fase   di   senescenza.  La 
mancanza,   inoltre,   di   specifici   inibitori   della   biosintesi   dell'ABA,   rende 
estremamente difficoltoso comprendere  l'effetto dell'acido abscissico durante  la 
senescenza.   La   precisa   valutazione   dei   collegamenti   fra   determinate   vie   di 
segnalazione,  per   esempio  per   l'ABA e   l'etilene,   inoltre,   può   essere   effettuata 
mediante   studi   di   biologia  molecolare   e   usando   piante  mutanti   (Gazzarrini   e 
McCourt,   2001;   Gazzarrini   e   McCourt,   2003;   Léon   e   Sheen,   2003).   Alla 
senescenza fiorale, infatti, sono associati cambiamenti che riguardano il livello di 
espressione genica, delle proteine e degli  mRNA relativi  a questo processo. Si 
tratta quindi di comprendere queste alterazioni; per esempio, mediante trattamenti 
che hanno lo scopo di modificare, promuovendo o inibendo oppure incrementando 
o  diminuendo,   la   sintesi  dei  geni  associati  alla   senescenza.  Anche  le   tecniche 
immunologiche   e   gascromatografiche,   possono   rappresentare   un   modo   per 
studiare,   rispettivamente   il   ruolo   dell'acido   abscissico   endogeno   e   dell'etilene 
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endogeno, nel fenomeno complesso della senescenza del fiore.  Queste  saranno 
successivamente discusse.
1. Introduzione
47
1.3   Ruolo   delle   biotecnologie   nel   controllo   della 
senescenza fiorale
Fiori ornamentali che appassiscono più lentamente, entro alcuni giorni, sarebbero 
i   benvenuti   in   un   mercato   che   attualmente   usa   prodotti   chimici   tossici   per 
realizzare una più lunga shelf­life. 
Il   fitormone   etilene,   è   ovviamente   collegato   e   responsabile   di   questo 
deterioramento, quindi facendo diminuire la sua relativa produzione o percezione, 
potrebbe   sicuramente   portare   benefici   al   settore   florovivaistico   (Arshad   e 
Frankenberger, 2002). 
1.3.1 Alterazione dei livelli dell'etilene nelle piante 
La modificazione  della  quantità  di  etilene prodotta   in  circostanze di   stress,  di 
maturazione   dei   frutti   e   di   senescenza   fiorale   è   l'obiettivo   delle   strategie 
transgeniche (Fig. 1.3.1). La tabella 1.3.1 ricapitola le specie di piante transgeniche 
che sono state generate tramite l'inserzione di geni che alterano il livello di etilene 
prodotto   nella   pianta,   nel   frutto   o   nel   fiore.   Lo   studio   della   via   biosintetica 
dell'etilene nelle piante, ha permesso di modificare ed inserire geni che alterano il 
livello di questo ormone, prodotto in risposta ai vari stimoli. 
Gli   enzimi   che   degradano   la   SAM   o   l'ACC,   che   rappresentano   i   precursori 
dell'etilene, sono stati segnaliti per ridurre efficacemente i livelli dell'etilene senza 
alterare drasticamente la fisiologia della pianta (Klee et al., 1991; Robison et al., 
2001a, b). 
L'espressione   delle   trasduzioni   antisenso   o   senso   degli   enzimi   della   via   di 
biosintesi   dell'etilene,   dovrebbe   anche   tenere   conto  del   controllo   genetico  dei 
livelli dell'etilene. 
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Figura 1.3.1 –  Descrizione dei geni  inseriti  o modificati nella via biosintetica 
dell'etilene. 
Una trasduzione di un gene di tipo senso, già presente nella pianta, inibirà spesso 
l'espressione di entrambe le copie mediante  la co­sopressione (Hamilton  et al., 
1990),   anche   se   il  meccanismo   rimane   poco   chiaro.   L'inserzione   di   un   gene 
endogeno con trasduzione antisenso, induce la produzione dell'mRNA antisenso. 
Se i livelli di espressione delle trasduzioni antisenso e senso del gene sono simili, 
allora   la   maggior   parte   degli   mRNA   senso   si   legheranno   per   formare   una 
configurazione  double­stranded  (a   doppia   elica)   che   sarà   poi   successivamente 
degradata all'interno della cellula ad opera di RNasi. Sotto verranno discusse le 
principali   strategie transgeniche, basate sulla tecnologia del DNA ricombinante, 
impiegate per diminuire i livelli dell'etilene.
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Tabella 1.3.1 –  Piante modificate geneticamente per la sintesi di etilene 
(in ordine cronologico).
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1.3.1.1 SAM decarbossilasi
L'enzima   SAM  decarbossilasi,   converte   la   SAM  in   SAM  decarbossilata,   che 
rientra poi nella via biosintetica delle poliamine (Kumar et al., 1996). Il gene della 
SAM   decarbossilasi   è   presente   nei   batteri,   nelle   piante   e   nei   mammiferi. 
L'espressione  della  SAM decarbossilasi,   prevede   l'inserzione  del   gene   sotto   il 
controllo del promotore costitutivo 35S del virus a mosaico del cavolfiore (CaMV) 
o del promotore tet, sia in orientamento senso che in orientamento  antisenso, ed è 
stata studiata in piante di patate (Kumar et al.,  1996). Si è pensato che la sovra­
espressione   della   SAM decarbossilasi   potesse   aumentare   il   flusso   della   SAM 
attraverso il pathway delle poliamine, riducendo così l'importo disponibile per la 
biosintesi dell'etilene. Purtroppo, l'ACC sintasi mostra una più alta affinità per la 
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SAM rispetto alla SAM decarbossilasi e l'inserzione di questo gene, in entrambi 
gli orientamenti, ha determinato fenotipi insoliti (Stearns e Glick, 2003). Non è 
stata prodotta nessuna pianta dall'inserzione dei transformati senso e le piante con 
l'inserzione dell'antisenso hanno mostrano livelli elevati di produzione dell'etilene 
(Kumar et al., 1996). 
1.3.1.2 SAM idrolasi
Un altro enzima degradante della SAM è la SAM idrolasi. Questo enzima è stato 
trovato soltanto nel batteriofago T3, e converte  la SAM in 5­metiltioadenosina 
(MTA) ed in omoserina (Good et al., 1994), ed entrambi rientrano nel ciclo della 
metionina. In questo modo, la SAM è allontanata dalla via dell'etilene e nessun 
metabolita estraneo si accumula. L'inserzione di questo gene sotto controllo del 
promotore costitutivo CaMV 35S, in pomodoro, non ha provocato cambiamenti 
nei   livelli   dell'etilene  o   nel   fenotipo  della   pianta,  ma   ha   determinato   fenotipi 
estremamente   arrestati   in   tabacco   (Good  et   al.,  1994).   L'uso   del   promotore 
maturazione­specifico (E8), da pomodoro, ha provocato un incremento nel livello 
dell'mRNA della SAM idrolasi e successivamente ha ridotto i livelli dell'etilene in 
frutti transgenici, rispetto ai controlli (Good et al., 1994). La SAM idrolasi è stata 
usata per controllare i livelli dell'etilene sia in frutti durante la maturazione che 
nelle piante ornamentali (Ferro et al., 1995).
1.3.1.3 ACC sintasi
L'ACC sintasi  è   uno  degli  enzimi   tasso­limitanti  nella  biosintesi  dell'etilene  e 
molte strategie atte a ridurre la sintesi dell'etilene hanno eletto questo punto come 
bersaglio. Tuttavia, le forme multiple di questo gene all'interno del genoma della 
pianta hanno reso la costruzione della strategia antisenso difficile.  Theologis e 
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Sato (1998) hanno trovato, che anche se le regioni di codificazione dei vari geni 
dell'ACC   sintasi   in   pomodoro   sono   simili,   non   sono   le   regioni   di   controllo, 
tenendo conto dell'espressione temporale ed inducibile in differenti circostanze. 
Per inibire l'mRNA dell'ACC sintasi di pomodoro, l'intero gene, compreso le parti 
non   tradotte,   è   stato   inserito   in   orientamento   opposto,   sotto   controllo   del 
promotore CaMV 35S nel genoma della pianta (Oeller  et al., 1991). I pomodori 
transgenici hanno evidenziato una diminuzione, pari al 99.5%, nella produzione 
dell'etilene ed i fenotipi non maturi rispondevano a trattamenti con etilene esogeno 
(Oeller  et  al.,  1991).  Sicuramente  questo   tipo  di  approccio,  cioè   la   tecnologia 
dell'antisenso sul gene dell'ACC sintasi, ha portato buoni risultati in termini di 
riduzione della sintesi di etilene, tuttavia i risultati sono stati meno importanti di 
quanto previsto, con soltanto una riduzione moderata dei livelli misurati (Knoester 
et al., 1997; Oeller et al., 1991).
1.3.1.4 ACC deaminasi
L'enzima ACC deaminasi fu scoperto nei microorganismi del terreno (Honma e 
Shimomura,   1978)   e   catalizza   la   conversione   dell'ACC   in   ammoniaca   e  α­
ketobutirrato,   i   quali   possono   essere   ulteriormente   metabolizzati   dal 
microorganismo. Inserendo il gene per l'ACC deaminasi in piante di pomodoro 
sotto  il  controllo del  promotore CaMV 35S,  il   frutto realizza una maturazione 
rallentata (Klee  et al.,  1991). Nessuna differenza fenotipica significativa è  stata 
individuata tra piante con livelli elevati dell'ACC deaminasi, e piante controllo, 
tranne la differenza nella maturazione dei frutti (Klee  et al.,  1991). Altre linee 
transgeniche di  pomodoro sono state  prodotte  usando  la  stessa  strategia e  con 
risultati   simili   (Reed  et  al.,  1995).  Sia  Lund  et  al.  (1998),  che Robison  et  al. 
(2001a) hanno osservato che le piante di pomodoro transgeniche hanno espresso 
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l'ACC deaminasi ed hanno avuto un calo nella produzione di etilene, e risultano 
significativamente protette da eventuali danni provacati da agenti patogeni. 
1.3.1.5 ACC ossidasi
L'ACC ossidasi è presente a bassi livelli nella maggior parte dei tessuti vegetali e 
può   essere   modificata   post­trascrizionalmente   in   diverse   isoforme   (Fluhr   e 
Mattoo, 1996). Una strategia per la riduzione dell'etilene coinvolge l'inserzione del 
gene antisenso per l'ACC ossidasi, in pomodoro; l'effetto di questa strategia è stato 
studiato su frutta in maturazione e su foglie ferite. Hamilton et al. (1990), hanno 
isolato un gene, di cui  l'mRNA era abbondante durante la maturazione di frutti di 
pomodoro, hanno tentato poi di scoprire il relativo ruolo nella sintesi dell'etilene, 
sovra­esprimendolo   in   orientamento   antisenso   (in   piante   di   pomodoro).   Le 
ricerche portarono ad osservare che non solo si assisteva ad una diminuzione della 
quantità di mRNA senso del gene in frutti durante la maturazione e in foglie ferite 
di pomodoro, rispetto ai controlli, ma che non risultava essere rilevabile nessun 
mRNA antisenso, in nessun tessuto di piante transgeniche (Hamilton et al., 1990). 
Ciò suggerisce che l'mRNA antisenso complementa il normale trascritto senso e 
che la degradazione della doppia elica prodotta è molto rapida. 
Fiori  di  garofano  trasformati   con   il   gene  antinsenso  per   l'ACC ossidasi,   sotto 
controllo del promotore MAC, costruito a partire da elementi del CaMV 35S e 
promotori nopaline sintasi di  Agrobacterium, hanno esibito una maggiore  shelf­
life rispetto a fiori non trasformati, dovuta essenzialmente ad una riduzione della 
sintesi dell'etilene (<10% rispetto al controllo) (Savin et al., 1995). I geni dell'ACC 
ossidasi sono i più frequentemente usati sia per studiare il ruolo di etilene o che 
per far diminuire la relativa produzione. Dei due enzimi principali nella via di 
sintesi dell'etilene, l'ACC ossidasi è sempre presente all'interno dei tessuti (anche 
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se a  bassi   livelli)  e  quindi,  più   facilmente è   isolato e  studiato.  L'ACC sintasi, 
d'altra parte, è momentaneo, riscontrabile soltanto poco prima della sua azione e 
quindi è meno accessibile per lo studio e la manipolazione.
1.3.2  Manipolazione  delle   componenti  della   trasduzione 
del segnale dell'etilene.
Le piante   transgeniche  sono state  create  con  una  capacità   ridotta  di  percepire 
l'etilene, con lo scopo di ridurre l'effetto dell'etilene e/o come strumenti per  la 
comprensione   del   ruolo   di   ogni   componente   della   cascata   di   segnalazione.   I 
recettori  dell'etilene  stanno diventando sempre  di  più   il  punto  di  partenza  per 
questi studi, data la loro recente scoperta. Mutanti che difettano nella capacità di 
percepire l'etilene o di determinare una risposta costitutiva dell'etilene, possono 
essere utili per capire il ruolo dei diversi geni. Il gene etr1­1 di Arabidopsis, per 
esempio, è  responsabile dell'insensibilità  e codifica per un recettore dell'etilene 
con  una  mutazione  nel   dominio   dell'istidina   chinasi   (Ciardi  et   al.,   2000).  La 
tabella  1.3.2,  contiene  una   lista  delle  piante  con  sensibilità   alterata  all'etilene, 
generata   tramite   manipolazione   o   l'inserzione   di   geni   della   via   di   risposta 
dell'etilene.
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Tabella   1.3.2   –  Piante   modificate   geneticamente   per   la   percezione 
dell'etilene (in ordine cronologico).
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1.3.2.1 Recettori dell'etilene
Sono   stati   riportati   numerosi   casi   di   trasformazione   genetica   in   colture   orto­
floricole con il gene del recettore dell'etilene etr1­1 (ethylene­insensitive). Bovy et  
al.  (1999)   hanno   trovato   che   l'espressione   del   gene   etr1­1   di  Arabidopsis,   in 
garofani   transgenici   fa   ritardare   la   senescenza   del   fiore,   con   conseguente 
significativo aumento nella tenuta in vaso. Per circa metà delle piante transgeniche 
ottenute, la senescenza del fiore è stata fatta ritardare da un minimo di 6 giorni ad 
un massimo di 16 giorni, rispetto ai relativi fiori­controllo, e la tenuta in vaso si 
manifestava più che triplicata. Questi fiori non hanno mostrato il fenotipo tipico 
della senescenza del fiore di garofano dipendente dall'etilene. Nei fiori transgenici 
di   garofono   per   etr1­1,   l'espressione   del   gene  dell'ACC  ossidasi   risulta   sotto­
regolata, suggerendo che l'induzione autocatalitica della biosintesi dell'etilene era 
assente, a causa dell'insensibilità dominante all'etilene. Il ritardo della senescenza 
di fiori etr1­1 transgenici, risulta inoltre temporalmente più lunga, rispetto a fiori 
pretrattati   con   inibitori   della   biosintesi   dell'etilene   (AOA)   o   inibitori   d'azione 
dell'etilene  (STS,  1_MCP),   (Bovy  et  al.,  1999;  Van Altvorst  et  al.,  1995;  Van 
Altvorst et al., 1997).
La trasformazione con il gene del mutante di Arabidopsis etr1­1, sotto controllo 
del  promotore  costitutivo  CaMV 35S,  in  pomodoro  e   in  piante  di  petunia  ha 
determinato piante insensibili all'etilene (Wilkenson et al., 1997). La senescenza 
di fiori non impollinati e di fiori autoimpollinati, è stata ritardata di una settimana 
per le petunie  transgeniche, rispetto a quelle non trasformate. Tuttavia possono 
essere alterati altri aspetti delle performance orto­floricole. Il tempo, dalla semina 
alla prima antesi, viene ridotto, la maturazione della frutta viene fatta ritardare di 
una   settimana   (Gumbrium  et   al.,   2000),   le   piante   etilene­insensibili   hanno 
mostrato   una   ridotta   formazione   di   radici   avventizie   (Clark  et   al.,   1999). 
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Recentemente,   la  petunia è   stata   trasformata con  i  boers,  un allele  mutato dei 
BOERS,  un  gene  del   recettore   dell'etilene  di  Brassica  oleracea  (Shaw  et   al., 
2002).  I fiori delle piante transgeniche non sono appasiti e hanno mantenuto la 
pigmentazione più a lungo rispetto ai controlli non trasformati; medesimi risultati 
sono stati segnalati anche da Bovy et al. (1999) per garofani transgenici. Inoltre, i 
fiori erano insensibili a trattamenti con etilene esogeno. Sfortunatamente, le piante 
boers­trasformate esibivano una diminuzione della resistenza a malattie, derivata 
probabilmente   da   una   ridotta   sensibilità   all'etilene.  Questo   svantaggio   è   stato 
superato usando promotori fiore­specifici, con la finalità di confinare l'espressione 
del transgene (Shaw et al., 2002). Inoltre nella petunia, Cobb et al. (2002) hanno 
usato vettori binari contenenti il gene etr1­1 sotto il controllo di promotori fiore­
specifici,   come:   il   promotore   fiorale   della   proteina   di   legame   (FBP1)   o   il 
promotore  apetala­3  (AP3).  Delle  piante  selezionate   fino ad ora,   il  73% delle 
piante­FBP1 e il 32% delle piante­AP3, mostrano una vita raddoppiata del fiore 
rispetto alle piante di petunia non transgeniche. Alcune piante transgeniche FBP1, 
hanno mantenuto fiori turgidi completamente aperti per più di 14 giorni, risultato 
eccezionale   considerando   che   i   controlli   non   transgenici   hanno  mostrato   una 
durata media del fiore di 3 giorni.
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1.4 Hibiscus rosa sinensis
1.4.1 Origine e caratteristiche botaniche
1.4.1.1 Origine e distribuzione
Le prime notizie documentate su questa pianta sono state riportate da Ghislain 
Der  Busbeck,   ambasciatore   olandese   alla   corte   di  Solimano   a  Costantinopoli. 
Appassionato di botanica studiò ed invio in patria numerosi esemplari di specie 
vegetali,   tra   cui   l'ibisco.  Il   genere  Hibiscus  appartiene   alla   classe   delle 
Dicotiledoni   ed   alla   famiglia   delle  Malvaceae.  L'Hibiscus   rosa­sinensis  è 
originario   dell'Asia   tropicale,   in   particolare    dell'Asia   sud­est   (Cina).  Tuttavia 
questa specie ormai ha avuto una diffusione globale, la possiamo infatti trovare in 
tutti i continenti. Alle nostre latitudini fiorisce ininterrottamente dalla primavera 
all'autunno,   dando   il   meglio   di   sè   in   estate.   La  maggior   parte   delle   varietà 
ornamentali sono ibridi.  La vasta gamma di varietà  è  da considerarsi  come un 
complesso di ibridi interspecifici, originari delle coste africane orientali e delle 
isole dell'oceano Indiano e Pacifico.
1.4.1.2 Caratteristiche botaniche
H. rosa­sinensis è, in realtà, un gruppo altamente polimorfico composto di ibridi 
complessi ed i loro derivati. Nelle fascie tropicali di tutto il mondo è oggi la pianta 
più popolare, anche in virtù dei molteplici impieghi decorativi. La sua altezza può 
variare  tra   i  2 e   i  10 metri,  ma spesso si   limita  a  2,5­4 metri,   specialmete se 
regolata  a   siepe.  Le   foglie   sempre  verdi   formano una  massa  compatta  di   rara 
bellezza,   anche   perchè   dotate   di   notevole   variabilità   per   dimensioni   e   forma: 
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solitamente ovate o ampiamente lanceolate, possono essere anche lunghe e strette 
oppure,  al  contrario,  quasi rotonde.  Alcune hanno margine intero,  mentre altre 
sono dentate o addirittura lobate; in alcuni casi sono brillanti e glabre, in altri 
invece sono ruvide e pelose. Una certa omogeneità si raggiunge con i fiori e questi 
sono solitari. Il fiore è tra i più grandi che il mondo della flora ornamentale riesca 
ad offrire (figura 1.4.2): da 10 ai 25 cm di diametro, con petali che raggiungono 
facilmente  i  12 cm di  lunghezza. La corolla è   formata complessivamente da 5 
petali.  I  colori dei petali,  nelle varietà  coltivate, si  collocano su cinque pilastri 
fondamentali:   rosso,   bianco,  giallo,   arancione   e  viola­purpureo,   con  una   serie 
infinita di variazioni tonali. 
Figura 1.4.2 ­ Particolare del fiore Hibiscus rosa­sinensis
I   fiori   si   aprono   solitamente   di  mattina,  ma   nel   pomeriggio   iniziano   già   ad 
appassire,  per  morire quasi sempre entro la sera:  sole  poche forme riescono a 
durare non più di tre giorni. Tuttavia, le risorse di questa pianta sono straordinarie, 
perchè la produzione di boccioli è quasi incessante, tanto che nei paesi tropicali, 
Hibiscus rosa­sinensis, è in fioritura perenne per tutto l'anno. 
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Il calice è  verde, composto da 5 sepali, fusi tra loro a formare un tubo sotteso 
dall'epicalice, cioè da un falso calice di brattee, che è la caratteristica di questo 
genere. Un altro elemento distintivo è l'esuberante presenza di un vistoso apparato 
sessuale, reso evidente da una sorta di tubo o colonna (tubo staminale), spesso 
pendula  ma   anche   rigida,   formata   da     numerossimi   stami   uniti   fra   loro,   che 
circondano i 5 lobi dello stigma rossastri o giallognoli. Il tubo staminale racchiude 
lo stilo del pistillo e protude appunto fuori dalla corolla.
1.4.2 La ricerca scientifica con l'ibisco
La pianta dell'ibisco (Hibiscus rosa­sinensis), è stata scelta come pianta­modello 
per questa ricerca, per una serie di motivazioni:
• è caratterizzata da una fioritura continua, in quanto l'induzione a fiore è 
indifferente rispetto al fotoperiodo e termoperiodo;
• produce   un 
cospicuo 
numero   di 
fiori,   con 
continuità e in 
dipendenza 
esclusiva 
dalla   crescita 
ed   in 
particolare 
dalla   quantità 
di   assimilati 
prodotti;
Figura 1.4.1 ­  Pianta di Hibiscus rosa­sinensis
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• produce fiori attinomorfi molto grandi, il cui diametro può superare i 15cm 
e queste dimensioni permettono di separare facilmente tutte le parti del 
fiore;
• il   fiore   è   effimero,   quindi   tutto   il   processo   di   fioritura   è   breve   e 
circoscritto.
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Capitolo 2
Scopo del lavoro
Lo scopo di questa tesi è stato quello di studiare l'effetto delle variazioni ormonali 
endogene, dell'etilene e dell'acido abscissico (ABA), nel corso dello sviluppo e 
della senescenza di fiori di Hibiscus rosa­sinensis L. 
Inoltre è stata studiata l'interazione ABA­etilene, tramite l'impiego di promotori o 
inibitori   della   biosintesi   dell'etilene   oppure   mediante   trattamenti   con   ABA 
esogeno.
La caratterizzazione dello sviluppo e della senescenza della gemma a fiore, è stata 
effettuata mediante un approccio fisiologico e molecolare.
Lo studio fisiologico è  stato focalizzato sull’effetto del ABA esogeno e dell’1­
metilciclopropene (1­MCP),  sia allo stadio di gemma chiusa, sia allo stadio di 
fiore completamente aperto.
Il   lavoro   dal   punto   di   vista   molecolare,  è   stato   focalizzato   solo   nel   fiore 
completamente aperto ed  ha come obiettivo principale l'isolamento di geni che 
codificano   per   i   recettori   dell'etilene   attraverso   la   costruzione   di   primers 
degenerati e successivo isolamento delle sequenze geniche codificanti mediante 
PCR­based technology.
Inoltre verrà effettuato un lavoro di caratterizzazione molecolare dell'interazione, 
spaziale   (nel   tessuto   del   petalo)   e   temporale   (dallo   sviluppo   del   fiore   alla 
senescenza), dei due ormoni coinvolti al fine di rilevare cambiamenti nel livello 
dell'espressione genica nei trattamenti più significativi.
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I  risultati  attesi,  oltre ad approfondire  le  conoscenze,  dovrebbero consentire  di 
mettere a punto tecnologie e strategie più efficaci per rallentare la senescenza e 
per aumentare la capacità delle piante di mantenere le caratteristiche qualitative in 
post­produzione.
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Capitolo 3
Materiali e metodi
3.1 Materiale vegetale
L'attività  di ricerca è  stata effettuata su gemme e fiori completamente aperti di 
Hibiscus rosa sinensis, provenienti da un lotto omogeneo dell'età di circa 2­3 anni. 
Le   piante   sono   state   coltivate   presso   il   DBPA1  della   Facoltà   di   Agraria 
dell'Università degli Studi di Pisa. 
Il  periodo di fine aprile ed inizio ottobre,  rappresenta  il  momento di  massima 
produzione di fiori in quest'area, durante il quale sono stati prelavati i fiori e le 
gemme per l'attività di ricerca.
Le piante sono state coltivate all'aperto, ricreando in modo semplice le condizioni 
post­commerciali   di   crescita   (20­30ºC)   ed   inoltre   sono   state   preparate 
fertirrigazioni sulla base delle esigenze nutritive della pianta. 
3.2 Trattamenti
Il materiale vegetale dopo essere stato reciso dalla pianta, è stato immediatamente 
sottoposto  a   trattamenti  con acido  abscissico   (ABA) e  1­metilciclopropene  (1­
MCP) (Fig. 3.2.1). I trattamenti in questione prevedono il medesimo protocollo sia 
per i fiori e le gemme destinate ad analisi fisiologiche, che per i fiori impiegati in 
1 Dipartimento di Biologia delle Piante Agrarie, sezione Floricoltura e Orticoltura della Facoltà 
di Agraria, Università degli Studi di Pisa.
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analisi di biologia molecolare. Ovviamente per ogni tipologia di analisi (quelle 
fisiologiche e molecolari), sono stati realizzati dei controlli. 
I   trattamenti sono stati effettuati in camere di crescita ad ambiente controllato, 
con una temperatura di 20°C e fotoperiodo di 12h di luce.
Figura 3.2.1  –  A. Fiori   sottoposti   a   trattamenti  con  ABA,  1­MCP e   rispettivo 
controllo;   B.   Gemme   sottoposte   a   trattamenti   con   ABA,   1­MCP   e   rispettivo 
controllo.
 
I   fiori   e   le   gemme   di  Hibiscus   rosa­sinensis,   immediatamente   dopo   la   loro 
recisione, sono stati trattati con una soluzione 0,1 mM di ABA [(±)  cis,  trans­
abscisic acid, della Sigma]. I prelievi dei campioni sono stati realizzati dopo 1h, 
3h, 6h, 12h e 24h di distanza dal trattamento. Al termine di tale periodo i fiori e le 
gemme dell'ibisco sono stati poi utilizzati come materiale vegetale di partenza per 
A.
B.
1­MCP
ABA
ABA
1­MCP Controllo
Controllo
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le   prove   fisiologiche   (gascromatografo   e   radioimmunassay)   e   per   quelle   di 
biologia molecolare.
Per quanto riguarda, il trattamento con 1­MCP, questo è stato effettuato ponendo 
le gemme ed i fiori completamente aperti, in delle vials contenti acqua distillata 
sterile   ed   introducendoli   all'interno  di   bottiglie   di   vetro.   Il   composto   1­MCP, 
pesato (1 mg, che risulta equivalente ad un'azione di 500ppb) e disposto in una 
provetta, è stato introdotto nella bottiglia precedentemente allestita con i fiori o le 
gemme. Il rilascio dell'1­MCP, nella sua forma attiva e cioè allo stato gassoso, è 
stata garantita dall'aggiunta di 100 µl di acqua ed immediatamente la bottiglia è 
stata chiusa ermeticamente.
3.3  Determinazione   della   produzione  di   etilene   tramite 
gascromatografia
La   produzione   di   etilene   è   stata   misurata   tramite   analisi   gascromatografica 
(Mensuali­Sodi et al., 1992) utilizzando lo strumento HP 5890 con detector FID e 
una colonna metallica (150 x 0,4 cm Ø impacchettata con Hysep T), (Fig. 3.3.1). 
La temperatura della colonna e del detector   erano rispettivamente 70º e 350ºC. 
Come gas di trasporto è stato utilizzato N2 a 40 ml min­1. La quantificazione della 
produzione di etilene è stata ottenuta utilizzando il software della Chem Station 
HP. I  petali, i pistilli con stami ed gli ovari, sono stati prelevati dai fiori e dalle 
gemme trattati con ABA, 1­MCP e dai controlli, e ne è stato determinato il peso 
fresco. I tessuti, petali e pistillo, poi sono stati singolarmente e velocemente chiusi 
per un'ora in contenitori di vetro da 30 ml a chiusura ermetica (Pyrex, Francia), 
con tappo a vite forato e dotato di setto di caucciu' (figura 3.3.1); gli ovari invece, 
essendo di piccole dimensioni, sono stati chiusi in delle siringhe ipodermiche da 3 
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ml   per   30  minuti   (Fig.   3.3.1).   Trascorso   il   tempo   necessario   ad   accumulare 
all'interno del contenitore di vetro una quantità  determinabile di etilene, è  stato 
prelevato un campione di aria di circa 2,5 ml utilizzando una siringa ipodermica. 
Sono stati utilizzati 2 ml di campione per l'analisi gascromatografica. 
Più diretto è stato invece il procedimento di iniezione degli ovari, trovandosi questi 
già all'interno della siringa.
Figura 3.3.1 – A. Gascromatografo utilizzato per la determinazione dell'etilene; B. Preparazione 
dei campioni vegetali per le analisi gascromatografiche: petali (1), pistillo (2), ovario (3). 
Le misure ottenute erano espresse come etilene pl/ml di aria analizzata. 
La formula matematica che è  stata utilizzata per calcolare la concentrazione di 
etilene prodotto è la seguente:
etilene, pl/g = Q x (V / PF) x T, dove:
• Q  ⇒  concentrazione   di   etilene   misurata   dal 
gascromatografo al tempo T (pl/ml);
• V ⇒ volume del contenitore (ml);
• PF ⇒ pesofresco del tessuto (g);
• T⇒ tempo trascorso dalla chiusura del contenitore (h).
A. B.
(1)
(2)
(3)
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3.4   Determinazione   del   contenuto   di   ABA   tramite 
radioimmunassay
L'analisi  della  ABA è   stata   fatta   con   saggio   radioimmunalogico   (RIA)  basato 
sull'impiego   di   un   anticorpo   monoclonale   (DBPA1)   prodotto   contro   l'acido 
abscissico   libero,   (S)­ABA,   (Vernieri  et  al.,  1989).   In  questo   tipo  di  analisi   il 
tracer,   antigene  marcato   che   compete   con   l'antigene   non  marcato   (ABA   nel 
campione) per  i  siti  di   legame dell'anticorpo è  costituito da ABA marcato con 
trizio.  Per  misurare   la  quantità  di  ormone  presente   in  un  dato  campione,   (nel 
nostro   caso   il   campione   è   costituito   dal   materiale   vegetale   proveniente   dai 
trattamenti con 1­MCP e dai controlli; non avrebbe infatti senso determinare la 
quantità  di ABA in campioni che sono stati  trattati con ABA esogeno), è  stata 
costruita una curva di taratura, curva di standard, aggiungendo alla quantità fissa 
di tracer, quantità  crescenti di antigene non marcato da 15 a 1000 pg/50 µl. Le 
concentrazioni   di   ABA   presenti   nei   campioni   sono   state   ottenute   per 
interpolazione  su questa  curva.  Per  minimizzare  le   fonti  di  errore,   la  curva di 
standard   viene   generalmente   linearizzata  mediante   trasformazione   in   logit   dei 
valori  ottenuti e successiva regressione lineare tra questi valori ed il   logaritmo 
naturale delle concentrazioni di antigene standard presenti in ciascun punto della 
curva (Chard, 1982). La formula utilizzata per la linearizzazione della curva di 
standard è la seguente:
logit (B / Bmax) = ln (B / Bmax) / (l – B / Max)
Dove  B   rappresenta   il   valore   della   radioattività   (in   cpm)   per   ogni   punto   in 
presenza di antigene non marcato (standard) e Bmax il valore della radioattività 
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(in cpm) in assenza di standard.
L'impiego di questa formula consente ottimi risultati ed è la più usata in quanto 
consente di trasformare i valori servendosi di semplici programmi per computer 
(Rodbar, 1974).
Procedura per l'estrazione dell'ABA. L'estrazione di ABA è  stata fatta in acqua 
utilizzando come campioni i petali, i pistilli e gli ovari, di fiori e di gemme, che 
erano stati prelevati a diversi timing da trattamento 1­MCP e da trattamento­free, 
(cioè in acqua, i controlli). Il metodo dell'estrazione in acqua presenta numerosi 
vantaggi rispetto all'estrazione con solventi organici, soprattutto se si impiegano 
metodi di analisi basati sugli anticorpi. Questi infatti sono delle proteine ad attività 
biologica e la presenza di solventi potrebbe alterare la loro funzionalità. Prima di 
questo tipo di analisi è necessario allora portare a secco i campioni e riprenderli 
con  un   tampone,  ma  tutto   ciò   comporta   inevitabili   perdite  di  ABA.  Nel   caso 
dell'estrazione  in  acqua,  questo passaggio viene evitato  e  quindi  non si  hanno 
perdite dell'ormone. I campioni erano stati precedentemente pesati (circa 100 mg) 
e   stoccati   a   ­20ºC   in  delle   eppendorf   e   al  momento  dell'estrazione   sono   stati 
scongelati e diluiti con acqua distillata sterile 1:10 peso / volume. 
Per l'analisi RIA in fase solida sono state utilizzate delle piastre da 96 pozzetti; le 
piastre sono state saturate con un anticorpo policlonale, capra anti topo, ottenuto 
immunizzando   capre   con   immunoglobine  G  di   topo;   successivamente   è   stato 
distribuito   nei   pozzetti   l'anticorpo   monoclonale   anti­ABA   (contro   l'acido 
abscissico libero) che viene legato dal precedente ed infine è  stata aggiunta la 
miscela   di   competizione   costituita   dal   tracer   radioattivo   e   gli   standards   o   i 
campioni (Fig. 3.4.1). L'impiego di un primo anticorpo anti­topo è un passagio 
indispensabile   in quanto  le   immunoglobuline di   topo,  al  contrario  di  quelle  di 
capra, non si adsorbono facilmente al vinile delle piastre. 
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Figura 3.4.1 – La figura mostra i passaggi principali che sono stati eseguiti per l'analisi dell'ABA 
in tessuti di Hibiscus rosa­sinensis. Sono state utilizzate delle microplates da 96 pozzetti. Ciascun 
pozzetto   è   stato   saturato   con   un   anticorpo   policlonale   anti­topo   (1.);   è   stato   poi   distribuito 
l'anticorpo monoclonale DBPA1 anti­ABA (2.) e successivamente è stata aggiunta la miscela di 
competizione costituita dal tracer radioattivo e l'antigene non marcato: i campioni (3.). A questo 
punto   i   campioni   così   preparati   sono   pronti   per   il   conteggio   della   radioattività   mediante 
scintillatore.
 
E' inoltre importante che il tracer e i campioni siano messi contemporaneamente a 
contatto  con   l'anticorpo,  perchè   la  competizione  possa  avvenire   correttamente. 
Questo è   il  motivo per  cui  per  ogni  punto della  curva di  standard e  per  ogni 
campione viene preparata la miscela di competizione. Le concentrazioni che sono 
state utilizzate in questo saggio biologico sono:
• anticorpo policlonale anti­topo: 50 µg/ml in tampone sodio­glicina 5mM, 
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pH 9.2;
• anticorpo monoclonale anti­ABA: fluido ascitico diluito 1:4000 in PBS pH 
7;
• miscela di competizione: 50 µl contenete circa 10000 cpm di (3H) – (R,S) 
– ABA.
3.5 Estrazione del DNA genomico da foglia
Sono stati utilizzati come campioni, tessuti proveniente da foglie di Hibiscus rosa 
sinensis (Fig. 3.5.1). Le foglie sono state raccolte, pesate 
(100mg) e poste in azoto liquido.  L'estrazione del DNA 
genomico   è   stata   realizzata   con   il   Kit   della   Qiagen 
(Dneasy Plant Kit®),  previa macinazione dei tessuti  dei 
campioni con mortaio e pestello in azoto liquido.
Il   kit   commerciale   di   estrazione   Dneasy  è   basato 
sull’utilizzo   di   colonnine   che   legano   selettivamente   il 
DNA   ai   propri   filtri   e   permettono   l’eluizione   delle 
proteine, dei contaminanti e di tutti i metaboliti secondari 
non   legati   al  DNA stesso;   succesivamente,   cambiando  l’eluente,  generalmente 
viene utilizzata acqua milli Q sterile, viene rilasciato quindi il DNA purificato. 
Terminata   l'estrazione   il   DNA   è   stato   poi   quantificato   con   l’ausilio   dello 
spettrofotometro, che ne determina la concentrazione, l’assorbanza e il grado di 
purezza ( A260/  A280  ) relativo ad ogni campione. I valori per essere considerati 
adeguati  dovevano essere per l’assorbanza superiori  allo 0.05 e per  il   rapporto 
A260/ A280 compresi tra 1.7 e 2.0 circa. Il DNA quantificato è stato quindi diluito 
per ottenere una soluzione finale di DNA alla concentrazione di 20 ng/µl utilizzato 
per la reazione di amplificazione. 
Figura 3.5.1 – 
Foglia   di   Hibiscus 
rosa­sinensis.
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3.6   Clonaggio   del   gene   che   codifica   per   il   recettore 
dell'etilene
3.6.1 Amplificazione del DNA genomico
Il  DNA genomico estratto da foglia di  Hibiscus rosa­sinensis  è  stato utilizzato 
come   template   per   la   reazione   di   PCR   (Polimerase   Chain   Reaction). 
Successivamente,   sono   stati   disegnati   primers   degenerati   attraverso   un 
multiallineamento delle sequenze, ottenuto con il software ClustalW, sulle regioni 
amminoacidiche   altamente   conservate,   depositate   in   banca   dati,   relative   alle 
proteine ETR1, ETR2, ERS1, ERS2 e EIN 4  di Arabidopsis.
La   tabella   3.6.1   illustra   le   sequenze   dei   primers   degenarati   ottenute   dal 
multiallineamento.
Tabella   3.6.1   –  Sequenze   nucleotidiche   dei   primers   degenerati   ottenute   dal 
multiallineamento   delle   regioni   amminoacidiche   altamente   conservate   relative   alle 
proteine ETR1, ETR2, ERS1, ERS2 e EIN4.
Primers degenarati Sequenza nucleotidica
ETR 1
forward 5' CAA GAT GGS AAG TAW GTT GAA 3'
reverse 5' AAA YCG CCG NCT TTC CAC GCC T 3'
 ETR 2
forward 5' TTG CTT AAA NGT AGT TGG GGT A 3'
reverse 5' ATT TGA GAA TRG GYA ACG GG C 3'
ETR 3
forward 5' CGA TGG ATG ACA KTA MAA CAA 3'
reverse 5' CCG ATG GSG CTA MAT GCC TAA 3'
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Per   la   reazione   di   PCR   sono   stati   utilizzati   i   reagenti   del   kit   della  Quiagen 
HotStarTaq PCR, vedi tabella 3.6.2. 
Tabella 3.6.2 – Concentrazione dei reagenti utilizzati nella reazione di PCR.
Componenti reazione Volume di reazione Concentrazioni finali
10 x PCR buffer 10 µl 1 X
MgCl2 2 µl 2 mM
dNTP mix  1 µl 200 µM di ogni dNTP
Forward primer 5 µl 0,2 µM
Reverse primer 5 µl 0,2 µM
HotStarTaq polymerase 0,5 µl 2,5 unità
Acqua milliQ sterile variabile
DNA genomico variabile 20 ng
Volume finale 50 µl
Le condizioni di PCR che sono state utilizzate  per l'amplificazione del gene che 
codifica il recettore delle etilene sono schematizzate nella figura (3.6.1).
Figura 3.6.1 – La figura mostra le condizioni di PCR utilizzate per l'amplificazione del gene che 
codifica per il recettore dell'etilene. E' stato necessario effettuare un ciclo di denaturazione di 15 
minuti a 95ºC per poter attivare l'HotStarTaq.
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3.6.2 Corsa elettroforetica su gel di agarosio
I   campioni   amplificati   per   mezzo   della   PCR   sono   stati   sottoposti   a   corsa 
elettroforetica su gel di agarosio all'1 %. Preparazione del gel di agarosio all'1 %: 
nella pratica sono stati pesati 0,3 g di agarosio (Fluka®) e sciolti in 30ml di TAE 
(tris acetato) 1 X; la soluzione è stata scaldata in un forno a micro­onde, in modo 
tale che tutto l'agarosio si polimerizzi. Quando la miscela si è  raffreddata sono 
stati   aggiunti   0,5   µl   di   bromuro   di   etidio.   Preparazione   running   buffer: 
inizialmente è stata preparata una soluzione di TAE al 50 X, vedi tabella 3.6.3.
Tabella 3.6.3 – Preparazione Running Buffer 50X TAE.
50 X TAE
Tris acetato 242 g
Acqua milli Q sterile 600 ml
EDTA 100ml, 0,5M, pH 8
acido acetico glaciale 57,1 ml pH 8,3 ± 2
Acqua milli Q sterile portare a volume (1L)
Una volta preparato lo stock iniziale (50 X), questo è stato diluito per ottenere una 
soluzione di TAE working all'1 X, da aggiungere alla vaschetta per la corsa.
Preparazione dei campioni: come campioni da caricare su gel sono stati utilizzati i 
DNA estratti  da  foglia,  precedentemente miscelati  con  l'orange G 6 X loading 
buffer. Per la preparazione dell'orange G 6 X loading buffer, vedere tabella 3.6.4.
Tabella 3.6.4 – Preparazione dell'orange G 6 X Loading buffer. 
Orange G 6 X Loading buffer
7,5 g ficoll 400 
125 mg Orange G
6 ml di EDTA 0,5 M
acqua milli Q sterile a volume ⇒ 50 m
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Inoltre in un pozzetto del gel è stato aggiunto il ladder, per poter quantificare la 
dimensione dei frammenti amplificati. Il ladder è costituito da un 100 bp DNA 
(Promega)   a   frammenti  di  DNA a   lunghezza  nota   e   da  un  Blue/Orange  6  X 
Loading  Dye   (Promega),   rispettivamente   in   proporzioni   1:5.   La   tabella   3.6.5 
mostra i volumi dei reagenti che sono stati caricati nel gel.
Tabella 3.6.5 – Volumi dei reagenti utilizzati per pozzetto di gel.
Campione DNA genomico 20 µl + Orange G 4µl
Ladder 6 µl
3.6.3 Estrazione DNA genomico da gel
Per questo step è   stato utilizzato il  kit  della  Qiagen,  QIAquick Gel  Extraction 
Kit®. La procedura è  molto semplice e veloce, è stata tagliata la banda del gel 
contente il frammento di DNA a lunghezza nota a cui è  stato poi aggiunto un 
buffer contenente un indicatore di pH che facilita la determinazione dell'optimum 
di pH per il legame del DNA alle membrane delle colonnine fornite dal kit. Il tutto 
è stato posto in una piastra riscaldante per 10 minuti a 65  ºC, in modo tale che 
tutto il gel si dissolva. La miscela è  stata poi applicata alle colonnine dotate di 
membrane al   silicone  che   legano selettivamente   il  DNA in presenza  di  buffer 
salini altamente concentrati, mentro lo eluiscono se viene applicata acqua o buffer 
salini poco concentrati. La procedura di purificazione ha lo scopo di rimuovere 
nucleotidi, primers, oli minerali, agarosio, bromuro di etidio, sali ed altre purità 
dai campioni di DNA. Il DNA terminato il processo di estrazione e purificazione è 
pronto per essere impiegato nelle applicazioni successive.
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3.6.4 Clonaggio  
I  campioni ottenuti  dall'estrazione di DNA genomico da gel,  sono stati  clonati 
secondo   il   protocollo  del  TOPO TA Cloning®  (Invitrogen).  La  procedura  qui 
descritta è utilizzata ogni volta sia stato necessario effettuare un clonaggio.
3.6.4.1 Inserzione dell'amplificato nel DNA plasmidico (ligation)
In un eppendorf da 1,5 ml è  stata preparata  la miscela di  reazione TOPO TA 
Cloning® (tabella 3.6.6).
Tabella 3.6.6 – Reazione TOPO TA Cloning®.
Reagenti  Volume
Campione DNA 0,5 – 4 µl
Salt Solution 1 µl
Acqua Sterile aggiunge a volume
TOPO vector 1 µl
Volume finale 6 µl
La miscela è stata prima mescolata delicatamente, per non danneggiare il vettore e 
successivamente incubata per 5 minuti a temperatura ambiente (22­24ºC) e messa 
in seguito in ghiaccio.
3.6.4.2 Trasformazione delle cellule competenti
Sono stati aggiunti 2 µl della reazione del TOPO TA Cloning®  in una provetta 
contenente una coltura di cellule “One Shot DH5α Chemically Competent E. coli” 
rese chimicamente competenti ad accogliere il DNA plasmidico. Per consentire la 
trasformazione, in altre parole l'inserimento del plasmide nelle cellule batteriche, è 
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necessario uno shock termico che è  eseguito come descritto: la provetta è stata 
incubata in ghiaccio da 5 a 30 minuti, quindi rapidamente trasferita a 42ºC per 30 
secondi e subito dopo di nuovo in ghiaccio per circa 5 minuti. Successivamente 
sono stati aggiunti 250 µl di SOC (brodo di coltura) e di seguito è stata effettuata 
un'incubazione di un'ora in agitatore, disponendo le provette in modo orizzontale. 
Quindi   50  µl   della   coltura   di   cellule   trasformate   sono   stesi   accuratamente   su 
piastre di LB–agar­Amp+­Xgal preriscaldate a 37ºC.
La procedura per la preparazione delle piastre è illustrata nella figura 3.6.2.
Figura 3.6.2 – Preparazione piastre (a.). Le piastre sono state preparate aggiungendo a 950 ml di 
acqua milli Q, 25 g/l di LB Medium®, 15 g/l di Agar Oxoid®; la soluzione è stata portata a 1l con 
acqua milli Q e poi autoclavata. Alla soluzione, una volta raffreddata (circa 50ºC), sono stati poi 
aggiunti 500 µl di Ampicillina (10 mg/ml)(b.) e successivamente è stata trasferita nelle piastre (d.) 
cercando di non creare possibili situazioni di contaminazione. Per questo motivo l'apertura della 
bottiglia viene prima sterilizzata su fiamma (c.). Quando le piastre si sono solidificate, sono state 
trasferite a 37ºC previa stesura di 20 µl di X­gal. (INSERIRE photo piastra 1,2,3,4,)
Le   piastre   sono   state   incubate   a   37ºC   over   night,   per   permettere   la   crescita 
batterica.  La   selezione  delle   colonie  è   stata   fatta   con   il  metodo  di   screening 
blu/bianco:  nel  plasmide è   infatti  presente   l'operone  Lac­Z  che  codifica per   il 
polipeptide ­galattosidasi; questo enzima è in grado di scindere la molecola Xgal 
(5­bromo­4­cloro­3­indolil­­D­galattopiranoside)   in   5­bromo­4­cloroindolil   e 
5,5'­4,4'­dicloindigo che è di colore blu. Poiché durante il clonaggio il frammento 
► ► ►
a. b. d.c.
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s'inserisce   all'interno   dell'operone,   viene   interotta   la   sequenza   per   la  ­
galattosidasi che non è  più sintetizzata. Le cellule che contengono l'inserto non 
saranno in grado di scindere lo X­gal presente nel substrato, quindi saranno di 
colore   bianco;   mentre   quelle   prive   dell'inserto   metabolizzeranno   l'X­gal 
colorandosi  di  blu.  Le colonie  bianche sono state   raccolte  con stuzzicadenti  e 
sospese in 4 ml di LB e Amp+, e fatte crescere over night in agitazione a 37ºC 
(Fig. 3.6.3).
Figura 3.6.3 –  A. Con uno stuzzicadenti   sono state  asportate   singole  colonie  bianche;  B.  Le 
colonie   prelevate   sono   state   poi   sospese,   con   tutto   lo   stuzzicadenti,   all'interno   di   tubi 
precedentemente riempiti con LB liquido ed ampicillina. I tubi sono stati posti in agitazione over 
night per permettere la crescita delle colonie batteriche. 
3.6.4.3 Estrazione DNA plasmidico
Il  DNA plasmidico  dei   cloni  è   stato   estratto   in   accordo con   il   protocollo  del 
QIAprep Spin Miniprep Kit® (Qiagen). Prima di effettuare l'estrazione con il kit è 
stato necessario effettuare un set di 3 centrifughe a 12000 rpm, in modo tale da 
ottenere come pellet le colonie batteriche e scartare il surnatante (LB). Le cellule 
sedimentate sul fondo delle eppendorf sono state sospese in 250 µl di tampone di 
A. B.
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sospensione contenente Rnasi. Quindi sono stati aggiunti 250 µl di tampone di lisi 
e la miscela incubata per 5 minuti a temperatura ambiente. Successivamente sono 
stati   addizionati   350  µl   di   tampone   di   legame.  Al   fine   di   eliminare   la   fase 
precipitata, è stata effettuata una centrifugazione a 13000 rpm per 10 minuti. Il 
surnatante, contenente il DNA plasmidico, è stato recuperato e trasferito in una 
colonnina   dotata   di  membrana.  Quindi,   è   stata   eseguita   una   centifugazione   a 
13000 rpm per 1 minuto e la soluzione che passa attraverso la membrana è stata 
scartata. La membrana è stata lavata con 700 µl di tampone di lavaggio (a base di 
etanolo), centrifugando per 1 minuto a 13000 rpm. Un'ulteriore centrifugazione è 
stata eseguita per eliminare i residui del tampone di lavaggio. Il DNA legato alla 
membrana,  è   stato   recuperato aggiungendo 50 µl  di  acqua milli  Q sterile,  poi 
successiva incubazione di 1 minuto a temperatura ambiente e centrifugazione a 
13000 rpm per 1 minuto.
3.6.4.4 Selezione dei cloni: digestione EcoRI e corsa su gel di agarosio     
Nella   fase  di  amplificazione  possono crearsi  artefatti,   e  quindi  questi  possono 
essere erroneamente clonati contemporaneamente agli amplificati specifici oppure 
si   puo'   verificare   la   perdita   dell'inserto   dal   plasmide.   Per   ovviare   a   questi 
inconvenienti,   il   DNA   plasmidico   estratto   è   stato   sottoposto   a   digestione 
enzimatica mediante l'impiego dell'enzima EcoRI. L'enzima è in grado di tagliare 
il vettore plasmidico lungo i propri siti di restrizione che delimitano la regione 
adibita all'inserzione dell'inserto. Successivamente mediante corsa elettroforetica è 
possibile visualizzare l'assenza o la presenza dell'inserto e in quest'ultimo caso 
stimare le sue dimensioni.
Per la digestione enzimatica di EcoRI, sono state preparate delle eppendorf sterili. 
La reazione è mostrata nella tabella 3.6.7.
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Tabella 3.6.7 – Digestione DNA plasmido con l'enzima di restrizione EcoRI.
Reagenti Volume
Acqua sterile milli Q 16,3 µl
RE 10 X buffer 2 µl
Acetylated BSA 10 µg/µl 0,2 µl
DNA plasmidico 1 µg/µl 1 µl
Enzima EcoRI 10 u/µl 0,5 µl
Volume finale 20 µl
Dopo aver mescolato gentilmente la soluzione, le eppendorf sono state spinnate 
per 10 secondi e successivamente incubate a 37ºC per 4 ore.
Terminato il periodo di incubazione, è stata fatta una corsa su gel di agarosio all'1 
% (precedentemente descritto), semplicemente aggiungendo 4 µl di orange G 6 X 
loading buffer a tutta la miscela digerita, con il fine di selezionare i campioni che 
effettivamente hanno incorporato l'inserto delle dimensioni attese.
3.6.5 Sequenziamento del DNA plasmidico
I plasmidi contenenti gli inserti di dimensione attesa sono stati sequenziati presso 
l'ente   CRIBI,   dell'Università   degli   Studi   di   Padova.   Nella   pratica   sono   stati 
trasferiti circa 200 ng di DNA plasmidico in tubi da 0,2 ml e lasciati essiccare 
sotto cappa per circa 2 ore, cioè fino a quando non si forma un pellet lucido sul 
fondo del tubo. A questo punto i campioni sono pronti per essere spediti al CRIBI.
3.6.6 Analisi delle sequenze
Le sequenze nucleotidiche ottenute dal sequenziamento, sono state comparate con 
le   sequenze  depositate   in  banca dati   (GenBank/EMBL) mediante   i  programmi 
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FASTA (Pearson, 1990) e BLAST­N (Altschul et al., 1990) per l'individuazione 
delle sequenze omologhe. 
3.7 Estrazione dell'RNA totale dagli organi fiorali
L'estrazione dell'RNA totale è stata condotta in accordo con il metodo del borato 
caldo (Wan e Wilkins,  1994), su campioni di petalo di fiori  di  Hibiscus rosa­
sinensis,   provenienti   da   trattamenti   con   ABA,   1­MCP   e   controlli,   ai   timing 
prefissati (Fig. 3.7.1).
Figura   3.7.1   –  Petali   del   fiore   di  Hibiscus   rosa­
sinensis impiegati per l'estrazione di RNA.
I  campioni  appena  terminato  il   tempo di   trattamento  sono stati  pesati   (1  g)  e 
congelati mediante immersione in azoto liquido, quindi 1 g di materiale è stato 
polverizzato in mortaio mantenendolo ghiacciato sempre con azoto liquido.  La 
polvere ottenuta è stata trasferita in una bottiglia da 20 ml e posta in azoto liquido. 
A questo punto è stato preparato il buffer di estrazione per 1 grammo di tessuto, 
come illustrato nella tabella 3.7.1. La tabella 3.7.2 mostra invece la preparazione 
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dell'Hot Borate (XT) buffer. 
Tabella 3.7.1 –  Preparazione tampone di estrazione. Per  ogni grammo di  tessuto 
sono stati aggiunta i seguenti reagenti:
Reagenti  Volume
Hot Borate (XT) buffer 5 ml
DTT 1M 50  µl
Igepal 1M 50  µl
PVP (polyvynilpyrrolidone) 0,1 g
 
Tabella 3.7.2 – Preparazione Hot Borate (XT) buffer. Una volta che è stata aggiunta 
acqua milli Q trattata con DEPC a tutti ireagenti sotto elencati, correggere il pH a 9 
con NaOH 5 N e poi autoclavare.
Reagenti Volume o peso
Na Borate decahydrate (borax) 0,2 M 381,4 g
EGTA 30 mM 5,71 g
SDS 1 % (W/v) 5 g
deoxycholate, sodium salt 1 % 5 g
Acqua DEPC milli Q 500 ml
Sono stati trasferiti 5 ml di tampone di estrazione in un tubo da 10 ml Rnasi­free e 
il tutto posto a bagnomaria per 10 minuti a 80ºC. Quindi la polvere nella bottiglia 
è  stata aggiunta,  mediante  imbuti  prerefrigerati   in azoto  liquido,  ai   tubi  con  il 
tampone di estrazione. I tubi sono stati vortexati per 30 secondi, quindi posti in 
ghiaccio  per   40   secondi   per   abbassare   la   temperatura   a   circa   65ºC  per   poter 
aggiungere 37,5 µl di proteinasi K. Una volta che la proteinasi K è stata aggiunta, i 
tubi   sono   stati   vortexati   per   altri   30   secondi   e   disposti   orizzontalmente   in 
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agitazione   per   1   ora   e   mezzo   alla   temperatura   di   42ºC.   Termita   il   periodo 
d'incubazione,   ai   tubi   sono  stati   aggiunti  0,08  volumi   (400 µl)   di  KCl  2M,  e 
lasciati   in   agitazione   in   ghiaccio   per   30   minuti.   E'   stata   effettuata   poi   un 
centrifugazione   a   12000   rpm   per   30  minuti   a   4ºC.   Il   surnatante   è   stato   poi 
recuperato e trasferito in nuovi tubi Rnasi­free, ai quali   successivamente è stato 
aggiunto 1 ml di LiCl 4 M per ogni ml di campione recuperato (in genere 5 ml). 
Dopo i campioni sono stati   posti a ­20ºC over night. Il giorno seguente è stata 
ripetuta una centrifugazione a 12000 rpm per 30 minuti  a 4ºC, e  il  surnatante 
eliminato.   Il   pellet  è   stato  poi   risospeso   in  500  µl   di   acqua  DEPC e   il   tutto 
trasferito in tubi da 2ml Rnasi­free. Sono stati aggiunti 600 µl di cloroformio e poi 
i   campioni   centrifugati   per   10  minuti   a  13000   rpm.  Dopo   la   centrifuga  nella 
provetta s'individuano 3 fasi, come mostrato nella figura (3.7.2).
E'   stata   prelevata   la   fase   piu'   in   alto   che   contiene   l'RNA   (400  µl),   facendo 
attenzione   a   non   intaccare   la 
seconda fase che contiene proteine, 
e posta in nuove eppendorf da 2ml 
Rnasi­free.   Alla   precedente 
eppendorf   sono   stati   aggiunti   altri 
500 µl di acqua DEPC, ripetendo in 
maniera analoga lo step precedente: 
centrifuga   e   prelievo   della   prima 
fase   che   è   stata   poi   aggiunta   a 
quella   trasferita   precedentemente.   Quindi   sono   stati   aggiunti   800   µl   di 
isopropanolo e 160 µl di acetato di sodio 3 M, ed il tutto incubato per 30 minuti in 
ghiaccio. Successivamente è stata realizzata una centrifugazione a 13000 rpm per 
30 minuti, e il surnatante eliminato. L'RNA precipitato è stato lavato con 600 µl di 
Figura   3.7.2   – 
Situazione 
osservata   dopo 
l'aggiunta   di 
cloroformio   e 
centrifuga.   La 
fase superiore è 
costituita 
dall'RNA 
estratto,   al   di 
sotto   si   trovano 
le   proteine   e 
ancora   sotto   il 
cloroformio.
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etanolo   all'80  %   (mediante   flusso   up­down   della   pipetta)   e   poi   sottoposto   a 
centrifugazione a 12000 rpm per 5 minuti. Una volta eliminato tutto il surnatante, 
il pellet è stato disposto sotto cappa a flusso laminare e lasciato essiccare per circa 
1 ora. Quindi sono stati aggiunti 100 µl di acqua DEPC e i campioni lasciati a 
solubilizzare in ghiaccio per circa 2 ore. Per quanto riguarda la preparazione delle 
soluzioni utilizzate, come LiCl 4 M, acqua DEPC, KCl 2 M, DTT 1 M, proteinasi 
K, sodio acetato 3 M, vedere la tabella 3.7.3.
E'  stato  inoltre utilizzato un secondo protocollo di  estrazione di  RNA,  il  Bulk 
Method, che prevede semplicemente la sostituzione della proteinasi K, con 12,5 
ml di fenolo.
La   quantificazione   dell'RNA   estratto   è   stata   eseguita   mediante   lettura   al 
NanoDrop, un particolare spettrofotometro, che permette di utilizzare un volume 
assai ridotto, pari a 2 µl, senza la necessità di diluire in acqua. Come nel caso della 
quantificazione del  DNA,  lo   strumento  fornisce  il   rapporto 260/280  (che  deve 
essere maggiore di 1,8) e la concentrazione relativa ad ogni campione.
Tabella 3.7.3 –  Preparazione delle   soluzioni  utilizzate nell'estrazione  dell'RNA totale. 
Temporalmente,   laddove è  prevista   l'agitazione over night,  questa avviene prima della 
sterilizzazione in autoclave.
Soluzione  Reagenti Agitare over night Autoclavare
Cloruro di litio
4 M
16,5 g LiCl
100 ml acqua DEPC 0,1 %
no si
Cloruro di potassio
2 M
149,2 g KCl
1000 ml acqua DEPC 0,1 %
no si
DTT
1 M
1,54 g DTT
10 ml acqua milli Q sterile
no no
Proteinasi K 20 mg proteinasi K no no
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Soluzione  Reagenti Agitare over night Autoclavare
1 ml acqua DEPC 0,1 %
Sodio acetato 
3 M
123,04 g sodio acetato
500 ml acqua DEPC 0,1 %
pH 5,2 
no si
Acqua DEPC
0,1 %
100 ml acqua milli Q
100 µl DEPC
si si
3.8  Corsa elettroforetica su gel  d'agarosio   in  condizioni 
denaturanti
Prima  di   iniziare   la  preparazione  del   gel,   del   running  buffer   e   dei   campioni, 
l'apparato elettroforetico, inclusa la vaschetta e il pettinino sono stati sterilizzati 
mediante immersione in una soluzione 0,1 M di NaOH, per 20 minuti.
Il gel è stato preparato sciogliendo 1,5 g di agarosio in 132 ml di acqua milli Q 
sterile con aggiunta di 15 ml di MSE 10 X e quando la soluzione ha raggiunto la 
temperatura di 50ºC, è stata aggiunta la formaldeide (2,73 ml). La miscela è stata 
versata nella vaschetta e lasciata polimerizzare. Per la preparazione del 10 X MSE, 
vedere la tabella 3.8.1.
Tabella 3.8.1 – Preparazione della soluzione MSE 10 X. 
MSE 10 X
41,8 g MOPS (200 mM)
6,8 g NaOAc (50 mM)
20 ml EDTA (10 mM)
1000 ml acqua milli Q 
pH 7
Autoclavare
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Per la preparazione del running buffer sono stati trasferiti in una beuta 75 ml di 
MSE 10 X, 13,5 ml di formaldeide e  la soluzione è  stata portata a 750 ml di 
volume con acqua milli Q sterile. Il gel polimerizzato è  stato poi trasferito nel 
running buffer. I campioni da caricare sono stati preparati aggiungendo: 30 µl di 
Loading buffer, 10 µg di RNA dei campioni ed acqua DEPC a volume (fino a 50 
µl). I campioni così preparati, sono stati denaturati mediante incubazione in piastra 
riscaldante   a   65º   per   10  minuti,   e   posti   in   ghiaccio   per   5  minuti.  Caricati   i 
campioni nel gel, è stata effettuata una corsa per circa 2 ore a 80 V, per verificare 
l'integrità dell'RNA estratto.
3.9 Retrotrascrizione
Per  la  retrotrascrizione degli  RNA messaggeri  è   stato  seguito  il  protocollo del 
Super­Script Kit® (Invitrogen). Nella tabella 3.7.1 viene mostrata la miscela per la 
retrotrascrizione.
Tabella 3.7.1 – Reagenti del kit Invitrogen, utilizzati per la retrotrascrizione
Oligonucleotide per RT (50 µM) 1 µl
RNA (5 µg) X µl
dNTP (20 mM) 1 µl
Acqua DEPC a volume fino a 12 µl
I   primers   che   sono   stati   utilizzati   per   la   retrotrascrizione   sono  Oligo   dT.  La 
miscela  è   stata   incubata a  65°C per  5  minuti  quindi  posta  immediatamente  in 
ghiaccio per  5  minuti.  Successivamente,  dopo aver  centrifugato brevemente   la 
soluzione, sono stati aggiunti nell'ordine: 4 µl di “First­Strand Buffer” (5 X), 2 µl 
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di 0,1 M DTT ed 1 µl di inibitore delle Rnasi. La miscela è stata incubata a 42°C 
per 2 minuti, quindi è stato aggiunto 1 µl di SuperScript II RT (200 U/µl) ed il 
tutto è stato messo ad incubare a 42°C per 50 minuti. La reazione è stata bloccata, 
ponendo la provetta a 70°C per 15 minuti. Il cDNA ottenuto è stato utilizzato per 
le amplificazioni successive e come sonda per il Northen Blot. 
3.9 RT­PCR semiquantitativa
Con  questa   tecnica  è   stata   valutata   l'espressione  del   gene   che   codifica   per   il 
recettore dell'etilene, nel tessuto dei petali di Hibiscus rosa­sinensis, ad 1 , 3 , 6 
ore di  trattamento con ABA, 1­MCP e controllo. L'RT­PCR   (retrotrascriptase 
PCR) consiste nella co­amplificazione, nella stessa reazione di PCR, del cDNA di 
interessa  e  di  un  controllo   interno   (gene  Hause  keeping  cioè   costitutivamente 
espresso),utilizzando   due   coppie   di   primer   specifici,   con  Tm   (temperatura   di 
melting   o   di   appaiamento)   anologhe.   I   frammenti   da   amplificare,   del   cDNA 
d'interesse e del controllo interno, devono essere compatibili tra loro, ovvero non 
devono formarsi prodotti ibridi dovuti al legame tra i due amplificati e nella co­
amplificazione   non   devono   essere   prodotte   bande   aggiuntive   a   quelle   attese. 
Affinchè   i   dati   ottenuti   dalla   RT­PCR   semiquantitativa   siano   significativi,   la 
reazione di PCR deve essere terminata quando i prodotti, sia del controllo interno 
che del cDNA d'interesse, risultino evidenziabili e siano ancora all'interno della 
fase esponenziale. 
L'amplificazione del cDNA di interesse è stata effettuata impiegando due coppie 
di   primers   specifici,   una   che   amplificava   per   il   gene   della  ­tubulina   (TUB, 
controllo interno), l'altra per il gene del recettore dell'etilene Hrs ETR5, isolato 
negli   steps   precedenti.  Le   sequenze  dei   primers   specifici   sono   illustrate   nella 
tabella 3.9.1.
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Tabella 3.9.1 – Sequenze nucleotidiche dei primers specifici per la ­tubulina (TUB) e per 
il recettore dell'etilene Hrs ETR5.
Primer specifico Sequenza nucleotidica
TUB
forward 5' ATG AGT GGC  GTC ACC TGC T 3'
reverse 5' GTA GGA AGA GTT CTT GTT GTG 3'
Hrs ETR5
forward 5' ACT GGG ACT GGT ATG AAT GTC 3'
reverse 5'  GAA TGT GCA TTG TGG ATG CCA 3'
Le quantità relative di ogni prodotto di amplificazione sono state quantificate 
mediante la scansione diretta del gel di Agarosio al 1% con il densitometro UVP 
Image Store 5000 (Ultra Violet Product Ltd, Cambridge, England) equipaggiato 
con l’UVP GelBase­GelBlot TM Windows Software.
I dati relativi al contenuto di ABA e produzione di etilene sono stati analizzati 
mediante l’analisi delle varianza e del t­test dove appropriato. I valori riportati 
sono medie con i relativi errori standard (n=5).
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Capitolo 4
Risultati
4.1 Analisi fisiologiche
La   senescenza   dei   fiori   di  Hibiscus   rosa­sinensis  è   caratterizzata   da   un 
avvolgimento   dei   petali   su   se   stessi   seguita   dall'appassimento   e   successiva 
abscissione della corolla. 
Gli esperimenti preliminari hanno mostrato che le gemme di hibiscus che sono 
state recise anche un giorno prima della loro naturale apertura, si sono aperte ed 
hanno progredito nello sviluppo fino alla senescenza, in una sequenza temporale 
ed  attitudinale   simile   ai   fiori   intatti   collegati   ancora  alla   pianta.  Dato   la   loro 
indicazione esteriormente visibile dell'inizio della senescenza  e della loro risposta 
ai trattamenti, i petali, il pistillo con stami ed infine gli ovari sono stati utilizzati 
per studiare il processo di senescenza dell'ibisco.
4.1.1 Produzione di etilene e contenuto di ABA in fiori di 
Hibiscus rosa­sinensis
La produzione di  etilene e   la  variazione del  contenuto endogeno di  ABA, nei 
diversi   stadi   di   sviluppo,  gemme  chiuse  e   fiori   completamente  aperti,  è   stata 
valutata in petali, pistillo con stami ed ovario subito dopo che questi sono stati 
recisi dalla pianta (tempo zero).
I fiori di H. rosa­sinensis raccolti e sezionati in organi, non hanno mostrato, allo 
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stadio di gemma, alcuna variazione significativa del contenuto di ABA ed i valori 
in tutti gli organi, petali, pistillo con stami ed ovario erano all'incirca 100 ng g-1 PF 
(PF: peso fresco), (Fig. 4.1.1).
Nel fiore completamente aperto, il contenuto endogeno di ABA è stato elevato nei 
petali e nel pistillo con stami, circa 400 ng g-1 FW, mentre nell'ovario il contenuto 
di ABA è  rimasto invariato rispetto allo stadio di gemma, (Fig. 4.1.1). Si nota 
inoltre che il contenuto di ABA nei petali e nel pistillo con stami risulta essere 4 
volte superiore a quello dell'ovario.
Figura 4.1.1 –  Contenuto endogeno di ABA in petali, pistillo con stami ed ovario, di gemme e 
fiori completamente aperti di  Hibiscus rosa­sinensis.  Le gemme ed i fiori sono stati raccolti e 
subito sezionati in organi per l'analisi. I valori rappresentano la media (n=5) con i relativi errori 
standard. I dati sono stati sottoposti all'analisi statistica one­way della varianza e le differenze tra i 
vari organi sono state determinate per mezzo del Bonferroni post­test. Le diverse lettere indicano 
differenze significative a P < 0.05. 
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La produzione di etilene allo stadio di gemma, nel pistillo con stami e nell'ovario è 
stata  maggiore   di   circa   due   volte   rispetto   ai   petali,   che   hanno  mostrato   una 
produzione di 5000  pl  g-1 PF, (Fig. 4.1.2).
Nello stadio di fiore completamente aperto, la produzione di etilene, nei petali e 
nel   pistillo   con   stami,  è   stata   inferiore   rispetto   allo   stadio  di  gemma,  mentre 
l'ovario ha evidenziato una produzione di etilene circa 9 volte superiore rispetto a 
quello dei petali e del pistillo con stami, (Fig. 4.1.2).
Figura 4.1.2 – Produzione endogena di etilene in petali, pistillo con stami ed ovario di gemme e 
fiori completamente aperti di  Hibiscus rosa­sinensis.  Le gemme ed i fiori sono stati raccolti e 
subito sezionati in organi per l'analisi. I valori rappresentano la media (n=5) con i relativi errori 
standard. I dati sono stati sottoposti all'analisi statistica one­way della varianza e le differenze tra i 
vari organi sono state determinate per mezzo del Bonferroni post­test. Le diverse lettere indicano 
differenze significative a P < 0.05.
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4.1.1.1 Trattamenti con ABA e produzione di etilene 
La biosintesi dell'etilene è stata studiata nei due stadi di sviluppo del fiore di H. 
rosa­sinensis,  ossia  nello   stadio di  gemma e  in  quello  di   fiore completamente 
aperto durante un arco di 24 ore.
Nello   stadio  di  gemma,   la  produzione  di  etilene,  per  quanto   riguarda  l'organo 
dell'ovario, è  stata influenzata dall'applicazione esogena di ABA dopo 3 ore di 
distanza   da   tale   trattamento,   mostrando   un   incremento   significativo   nella 
produzione   di   etilene,  mentre   nelle   altre   ore   le   differenze   sono   risultate   non 
significative (Fig. 4.1.3).
Figura 4.1.3 ­ Produzione endogena di etilene nell'ovario di gemme di Hibiscus rosa­sinensis. Le 
gemme sono state   trattate  con acqua distillata   (controllo)  e  0,1mM ABA per  24  ore.   I  valori 
rappresentano la media (n=5) con i relativi errori standard. I dati sono stati sottoposti all'analisi 
statistica one­way della varianza e le differenze tra le durate del trattamento sono state determinate 
per mezzo del Bonferroni post­test.
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L'effetto dell'ABA esogeno nel pistillo con stami di gemme, è stato rilevato subito 
dopo  un'ora   dal   trattamento.  Tale   effetto   si   esplica   come  una   riduzione  nella 
produzione di etilene, questa infatti viene dimezzata, passando da circa 25000 pl 
g-1  PF nel controllo a circa 10000 pl   g-1  PF nel tessuto trattato con ABA, (Fig. 
4.1.4). 
Figura 4.1.4 ­ Produzione endogena di etilene nel pistillo con stami di gemme di Hibiscus rosa­
sinensis. Le gemme sono state trattate con acqua distillata (controllo) e 0,1mM ABA per 24 ore. I 
valori   rappresentano   la  media   (n=5)  con   i   relativi  errori   standard.   I   dati   sono   stati   sottoposti 
all'analisi statistica one­way della varianza e le differenze tra le durate del trattamento sono state 
determinate per mezzo del Bonferroni post­test. 
La   produzione   di   etilene   in   petali   di   gemme,   trattati   con  ABA,   ha   avuto  un 
andamento analogo a quello sservato nel pistillo con stami. Si è osservato infatti 
che i petali trattati, subito dopo un'ora, manifestavano una produzione di etilene di 
circa due volte inferiore a quella mostrata dal controllo (Fig. 4.1.5).
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Figura 4.1.5 ­  Produzione di etilene nei petali di gemme di  Hibiscus rosa­sinensis.  Le gemme 
sono state trattate con acqua distillata (controllo) e 0,1mM ABA per 24 ore. I valori rappresentano 
la media (n=5) con i relativi errori standard. I dati sono stati sottoposti all'analisi statistica one­way 
della varianza e le differenze tra le durate del trattamento sono state determinate per mezzo del 
Bonferroni post­test. 
La produzione di etilene nel fiore completamente aperto, trattato con ABA, è stata 
determinata   in   tutti   e   tre   gli   organi   (petali,   pistillo   con   stami   ed  ovario),  ma 
differenze   significative   sono   state   osservate   solo   nei   petali   dopo   un'ora   di 
trattamento (Fig. 4.1.6). Infatti, l'ABA ha ridotto o inibito la produzione di etilene 
di circa il 60%, come era stato precedentemente osservato per i petali delle gemme 
(Fig. 4.1.5).
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Figura 4.1.6 ­ Produzione endogena di etilene nei petali di fiori completamente aperti di Hibiscus 
rosa­sinensis. I fiori sono stati trattati con acqua distillata (controllo) e 0,1mM ABA per 24 ore. I 
valori   rappresentano   la  media   (n=5)  con   i   relativi  errori   standard.   I   dati   sono   stati   sottoposti 
all'analisi statistica one­way della varianza e le differenze tra le durate del trattamento sono state 
determinate per mezzo del Bonferroni post­test. 
Nell'ovario,   invece,   non   sono   state   osservate   differenze   statisticamente 
significative, anche se la produzione di etilene è risultata essere superiore nelle 
prime 6 ore di trattamento rispetto al controllo, ed inferiore nelle restanti 18 ore 
(Fig. 4.1.7)
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Figura   4.1.7   ­  Produzione   endogena   di   etilene   nell'ovario   di   fiori   completamente   aperti   di 
Hibiscus rosa­sinensis. I fiori sono stati trattati con acqua distillata (controllo) e 0,1mM ABA per 
24  ore.   I  valori   rappresentano   la  media   (n=5)  con   i   relativi  errori   standard.   I   dati   sono   stati 
sottoposti all'analisi statistica one­way della varianza e le differenze tra le durate del trattamento 
sono state determinate per mezzo del Bonferroni post­test. 
Come nell'ovario, anche nel caso del pistillo con stami,  non sono state osservate 
differenze   tra   la   biosintesi   di   etilene   nei   fiori   trattati   con  ABA  esogeno   e   i 
controlli. Tuttavia è  da sottolineare il fatto che l'incremento della produzione di 
etilene   per   quanto   riguarda   l'ovario,   è   stata   osservata   come   precedentemente 
evidenziato, in entrambi i trattamenti (controllo ed ABA) a distanza di 6 ore (Fig. 
4.1.7), mentre, nel caso del pistillo con stami, questo aumento è rilevabile dopo 12 
ore, raggiungendo i livelli più alti di tutti gli organi, circa 30000 pl  g-1  FW (Fig. 
4.1.8).
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Figura 4.1.8 ­ Produzione endogena di etilene nel pistillo con stami di fiori completamente aperti 
di Hibiscus rosa­sinensis. I fiori sono stati trattati con acqua distillata (controllo) e  0,1mM ABA 
per 24 ore. I valori rappresentano la media (n=5) con i relativi errori standard. I dati sono stati 
sottoposti all'analisi statistica one­way della varianza e le differenze tra le durate del trattamento 
sono state determinate per mezzo del Bonferroni post­test. 
4.1.1.2 Trattamenti con 1­MCP e produzione di etilene
La produzione di etilene nello stadio di gemma, nell'ovario, è  stata influenzata 
dall'applicazione   esogena   di   1­MCP   a   distanza   di   12   ore   dal   trattamento, 
mostrando una diminuzione considerevole nella produzione di etilene di circa il 
50% (Fig. 4.1.9); dopo 12 ore di trattamento, nel controllo, infatti la produzione di 
etilene è stata di poco superiore a 15000 pl   g-1  PF mentre nel trattato 1­MCP è 
risultata essere circa 7000 pl  g-1 PF. Nelle altre ore invece le differenze non sono 
state significative. 
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Figura 4.1.9 ­ Produzione endogena di etilene nell'ovario di gemme di Hibiscus rosa­sinensis. Le 
gemme sono state trattate con acqua distillata (controllo) e 500 ppb 1­MCP per 24 ore. I valori 
rappresentano la media (n=5) con i relativi errori standard. I dati sono stati sottoposti all'analisi 
statistica one­way della varianza e le differenze tra le durate del trattamento sono state determinate 
per mezzo del Bonferroni post­test. 
La produzione di etilene nel pistillo con stami, di gemme di H. rosa­sinensis, ha 
avuto un andamento analogo a quello precedentemente riscontrato per l'ovario. E' 
stato osservato infatti che il pistillo con stami, trattato con 1­MCP, manifestava 
una produzione di etilene di circa 3 volte inferiore a quella mostrata dal controllo, 
durante   le   prime   12   ore   (Fig.   4.1.10).   Inoltre   l'evoluzione   dell'etilene,   sia 
nell'ovario trattato (Fig. 4.1.9) che nel pistillo con stami trattato (figura 4.1.10), è 
nuovamente   aumentata   fino   a   raggiungere   i   rispettivi   controlli   a   24   ore   di 
trattamento.
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Figura 4.1.10 ­ Produzione endogena di etilene nel pistillo con stami, di gemme di Hibiscus rosa­
sinensis. Le gemme sono state trattate con acqua distillata (controllo) e 500 ppb 1­MCP per 24 ore. 
I  valori rappresentano la media (n=5) con i relativi errori standard.  I  dati sono stati sottoposti 
all'analisi statistica one­way della varianza e le differenze tra le durate del trattamento sono state 
determinate per mezzo del Bonferroni post­test.
Nei petali, invece, non sono state osservate differenze statisticamente significative, 
anche se è da mettere in evidenza che la produzione di etilene per tutto l'arco di 
tempo del trattamento (24 ore), è risultata essere di poco superiore a quella del 
controllo. Inoltre l'andamento dei petali trattati con 1­MCP e dei controlli è stato 
analogo (Fig. 4.1.11).
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Figura 4.1.11 ­ Produzione endogena di etilene nei petali, di gemme di Hibiscus rosa­sinensis. Le 
gemme sono state trattate con acqua distillata (controllo) e 500 ppb 1­MCP per 24 ore. I valori 
rappresentano la media (n=5) con i relativi errori standard. I dati sono stati sottoposti all'analisi 
statistica one­way della varianza e le differenze tra le durate del trattamento sono state determinate 
per mezzo del Bonferroni post­test.
Per quanto concerne il fiore completamente aperto, trattato con 1­MCP, anche in 
questo caso è stata valutata la produzione di etilene in tutte e tre gli organi fiorali.
L'effetto dell'1­MCP nell'ovario, è stato osservato dopo 3 ore dal trattamento, dove 
la   produzione   di   etilene   viene   praticamente   raddoppiata   rispetto   al   controllo, 
passando da circa 3000 pl  g-1 PF (controllo) a circa 6500 pl  g-1 PF(ovario trattato) 
(Fig.   4.1.12).   Successivamente,   a   12   ore   di   trattamento,   l'andamento   della 
produzione di etilene ha mostrato una riduzione del 25% rispetto al controllo, per 
poi in seguito (alle 24 ore), nuovamente aumentare del 25%   sempre rispetto al 
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controllo. Questa situazione appare molto simile a quella riscontrata per l'ovario e 
il pistillo con stami delle gemme (Fig. 4.1.9 e Fig. 4.1.10); infatti si ha in tutti e tre 
i casi una riduzione della produzione di etilene in concomitanza delle 12 ore ed un 
aumento  della  produzione  alle  24  ore;   la  quale,  nel   caso  dell'ovario  del   fiore 
completamente aperto,  supera il  controllo,  mentre nell'ovario e nel pistillo con 
stami delle gemme invece la raggiunge.
Figura   4.1.12   ­  Produzione   endogena   di   etilene   nell'ovario   di   fiori   completamente   aperti   di 
Hibiscus rosa­sinensis. I fiori sono stati trattati con acqua distillata (controllo) e 500 ppb 1­MCP 
per 24 ore. I valori rappresentano la media (n=5) con i relativi errori standard. I dati sono stati 
sottoposti all'analisi statistica one­way della varianza e le differenze tra le durate del trattamento 
sono state determinate per mezzo del Bonferroni post­test. 
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Nel   pistillo   con   stami,   l'effetto   dell'1­MCP   è   stato   rilevato   dopo   24   ore   dal 
trattamento.  Tale  effetto   si  è   esplicato  come una   riduzione  molto  significativa 
della   produzione  di   etilene  da  parte   dell'organo   trattato,   circa   l'80%  in  meno 
rispetto   al   controllo   (Fig.   4.1.13).   Nelle   altre   ore   le   differenze   sono   state 
statisticamente non significative, tuttavia è da evidenziare in queste, un andamento 
praticamente analogo tra gli organi trattati e i controlli.
Figura 4.1.13 ­  Produzione endogena di  etilene nel  pistillo con stami,  di  fiori  completamente 
aperti di Hibiscus rosa­sinensis. I fiori sono stati trattati con acqua distillata (controllo) e 500 ppb 
1­MCP per 24 ore. I valori rappresentano la media (n=5) con i relativi errori standard. I dati sono 
stati   sottoposti   all'analisi   statistica   one­way   della   varianza   e   le   differenze   tra   le   durate   del 
trattamento sono state determinate per mezzo del Bonferroni post­test. 
L'andamento della produzione di etilene in petali di fiori completamente aperti, 
trattati con 1­MCP, ha mostrato un decremento significativo subito dopo un'ora. Si 
passa infatti da una concentrazione di circa 9000 pl   g-1  PF nel controllo, ad una 
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concentrazione di poco superiore a 1500 pl g-1 PF nell'organo trattato (Fig. 4.1.14). 
Nelle restanti ore le differenze sono risultate non significative. Rimane solo da 
segnalare un andamento analogo della produzione di etilene, tra i fiori trattati con 
1­MCP e i controlli, durante le 3, 6  e 12 ore.
Figura   4.1.13   ­  Produzione   endogena   di   etilene   nei   petali,   di   fiori   completamente   aperti   di 
Hibiscus rosa­sinensis. I fiori sono stati trattati con acqua distillata (controllo) e 500 ppb 1­MCP 
per 24 ore. I valori rappresentano la media (n=5) con i relativi errori standard. I dati sono stati 
sottoposti all'analisi statistica one­way della varianza e le differenze tra le durate del trattamento 
sono state determinate per mezzo del Bonferroni post­test. 
4.1.1.3 Contenuto di ABA endogeno in fiori trattati con 1­MCP
La variazione del contenuto endogeno di ABA è  stata studiata nei due stadi di 
sviluppo del fiore di H. rosa­sinensis, ossia nello stadio di gemma e in quello di 
fiore completamente aperto durante un arco di 24 ore.
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Nello   stadio   di   gemma,   il   contenuto   endogeno   di   ABA   nei   petali,   è   stato 
influenzato dal trattamento con 1­MCP dopo 3 ore, mostrando una diminuzione 
molto   significativa   del   contenuto   di  ABA,   circa   4   volte   inferiore   rispetto   al 
controllo raggiungendo i valori più bassi di tutti gli organi della gemma, circa 75 
ng g­1PF. Nelle altre ore le differenze sono risultate non significative (Fig. 4.1.14).
Figura 4.1.14 –  Contenuto endogeno di ABA in petali, di gemme di  Hibiscus rosa­sinensis. Le 
gemme sono state trattate con acqua distillata (controllo) e 500 ppb 1­MCP per 24 ore. I valori 
rappresentano la media (n=5) con i relativi errori standard. I dati sono stati sottoposti all'analisi 
statistica one­way della varianza e le differenze tra le durate del trattamento sono state determinate 
per mezzo del Bonferroni post­test. 
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Nel   pistillo   con   stami,   l'effetto   dell'1­MCP   è   stato   rilevato   dopo   24   ore   di 
trattamento.  Tale effetto si  è   realizzato,  mediante un aumento significativo del 
contenuto endogeno di ABA; l'ABA nel pistillo con stami trattato, arriva a circa 
410 ng g­1  PF, mentre nel controllo non supera i 120 ng g­1  PF (Fig. 4.1.15). Nelle 
altre ore le differenze sono state valutate statisticamente non significative, tuttavia 
è  da evidenziare  in  queste,  un andamento approssimativamente analogo  tra  gli 
organi trattati e i controlli.
Figura 4.1.15 – Contenuto endogeno di ABA nel pistillo con stami, di gemme di Hibiscus rosa­
sinensis. Le gemme sono state trattate con acqua distillata (controllo) e 500 ppb 1­MCP per 24 ore. 
I  valori rappresentano la media (n=5) con i relativi errori standard.  I  dati sono stati sottoposti 
all'analisi statistica one­way della varianza e le differenze tra le durate del trattamento sono state 
determinate per mezzo del Bonferroni post­test. 
1h 3h 6h 12h 24h
0
100
200
300
400
500
600
700
Controllo 1­MCP
Timing
A
B
A
 (n
g 
g­
1  F
W
)
4. Risultati
106
Nell'ovario,   invece,   non   sono   state   osservate   differenze   statisticamente 
significative, anche se la variazione del contenuto endogeno di ABA, tra gli organi 
trattati e i controlli, ha presentato un andamento molto simile (Fig. 4.1.16), infatti, 
tende sia nell'uno che nell'altro ad aumentare fino alle 12 ore, per poi diminuire 
nelle restanti ore.
 
Figura 4.1.16 – Contenuto endogeno di ABA nell'ovario, di gemme di Hibiscus rosa­sinensis. Le 
gemme sono state trattate con acqua distillata (controllo) e 500 ppb 1­MCP per 24 ore. I valori 
rappresentano la media (n=5) con i relativi errori standard. I dati sono stati sottoposti all'analisi 
statistica one­way della varianza e le differenze tra le durate del trattamento sono state determinate 
per mezzo del Bonferroni post­test. 
La variazione del contenuto endogeno di ABA è stata valutata anche per il fiore 
completamente aperto.
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Il contenuto endogeno di ABA nel pistillo con stami, ha raddoppiato il suo valore 
rispetto al controllo dopo 6 ore di trattamento con 1­MCP, raggiungendo in questo 
caso i livelli più alti di ABA nei tessuti presi in considerazione, circa 500 ng g­1 PF 
(Fig. 4.1.17). Inoltre osservare il contenuto di ABA, sia nell'organo trattato che nel 
controllo, è tendenzialmente diminuito durante le 12 ore, per poi aumentare alle 
24 ore.
Figura 4.1.17 – Contenuto endogeno di ABA nel pistillo con stami, di fiori completamente aperti 
di Hibiscus rosa­sinensis. I fiori sono stati trattati con acqua distillata (controllo) e 500 ppb 1­MCP 
per 24 ore. I valori rappresentano la media (n=5) con i relativi errori standard. I dati sono stati 
sottoposti all'analisi statistica one­way della varianza e le differenze tra le durate del trattamento 
sono state determinate per mezzo del Bonferroni post­test. 
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L'effetto  dell'1­MCP esogeno  nei  petali,  è   stato   rilevato   subito  dopo  1  ora  di 
trattamento, mostrando una riduzione del contenuto endogeno di ABA di circa il 
25% rispetto al controllo (Fig. 4.1.18). Nelle rimanenti ore non ci sono  differenze 
significative.
Figura 4.1.18 – Contenuto endogeno di ABA nei petali, di fiori completamente aperti di Hibiscus 
rosa­sinensis. I fiori sono stati trattati con acqua distillata (controllo) e 500 ppb 1­MCP per 24 ore. 
I  valori rappresentano la media (n=5) con i relativi errori standard.  I  dati sono stati sottoposti 
all'analisi statistica one­way della varianza e le differenze tra le durate del trattamento sono state 
determinate per mezzo del Bonferroni post­test. 
Nell'ovario   la   variazione   del   contenuto   di   ABA   endogeno   ha   mostrato   un 
incremento significativo, pari al 75% rispetto al controllo, durante le 24 ore di 
trattamento. Il controllo, invece, ha mostrato i livelli di ABA endogeno più bassi 
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di tutti gli organi, circa 50  ng g­1 PF (Fig. 4.1.19).
Figura   4.1.19   –  Contenuto   endogeno   di   ABA   nell'ovario,   di   fiori   completamente   aperti   di 
Hibiscus rosa­sinensis. I fiori sono stati trattati con acqua distillata (controllo) e 500 ppb 1­MCP 
per 24 ore. I valori rappresentano la media (n=5) con i relativi errori standard. I dati sono stati 
sottoposti all'analisi statistica one­way della varianza e le differenze tra le durate del trattamento 
sono state determinate per mezzo del Bonferroni post­test. 
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4.2 Analisi molecolare
4.2.1 Isolamento di RNA ad alta qualità
L’isolamento   dell’RNA  totale   è   stato   effettuato   con   diversi  metodi   al   fine   di 
ottimizzare  i  protocolli  ed ottenere RNA ad alta qualità  non degradato con un 
rapporto 260/280 molto alto prossimo a 2. Per ottenere RNA di alta qualità, non 
degradato, sono stati impiegati due metodi di estrazione, quello dell'Hot Borate e 
il   Bulk  method.  Nel   caso   del  metodo   dell'Hot  Borate   è   stato   ottenuto  RNA 
degradato   (Fig.   4.2.1  B)   e   quindi   non   utilizzabile   nelle   successive   analisi.   Il 
metodo di estrazione Bulk ha portato all'ottenimento di un buon RNA (Fig. 4.2.1 
A).
Figura 4.2.1 – A. Gel di agarosio in condizioni denaturanti di RNA non degradato estratto con il 
Bulk method. I campioni di RNA sono stati poi utilizzati nella reazione di retrotrascrizione per 
ottenere cDNA; B. Esempio di gel di agarosio in condizioni denaturanti di RNA degradato estratto 
con il metodo dell'Hot Borate. In questo caso il segnale della degradazione dell'RNA è dato dalla 
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presenza di uno smiar che collega le bande del 18S e del 25S. Sono stati caricati 10 g di RNA.
4.2.2 Isolamento dei recettori dell'etilene
I geni che codificano per i recettori dell'etilene di Hibiscus rosa­sinensis sono stati 
isolati per mezzo della PCR­based technology. Sono stati usati primers degenerati 
in grado di amplificare una porzione del gene del recettore dell'etilene a partire dal 
DNA genomico estratto da foglie mature di Hibiscus. 
I primer degenerati hanno amplificato un frammento  di DNA della dimensione 
attesa di circa 750 bp (Fig. 4.2.2).
Figura 4.2.2 –  Elettroforesi su gel di agarosio 1% colorato con bromuro di etidio. Corsia 1 e 2 
DNA genomico di H. rosa­sinensis, estratto da foglia, amplificato con la coppia di primers ETR1; 
corsia 3 e 4 DNA genomico di  H. rosa­sinensis, estratto da foglia, amplificato con la coppia di 
primers ETR2; corsia 5 e 6 DNA genomico di H. rosa­sinensis, estratto da foglia, amplificato con 
la coppia di primers ETR3; corsia 7 ladder. I primer sono in rosso e il ladder (M) in blu.
Dopo che il frammento è stato clonato, è stato sottoposto a digestione enzimatica 
con l'enzima EcoRI. Nella figura 4.2.3 si può osservare la presenza del frammento 
delle dimensione attese di circa 750 bp nelle corsie 1, 2, 3, 4, 5 del gel, mentre 
750 bp
 ETR 1    ETR 1     ETR 2   ETR 2     ETR 3    ETR 3        M
    1             2            3           4            5           6             7  
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nella  corsia  6  è  presente   il   solo  plasmide  evidenziando quindi   la  perdita  o   la 
mancata inserzione dell'inserto d'interesse.
Figura   4.2.3   ­  Digestione   con   l'enzima   di   restrizione   EcoRI   per   discriminare   le  colonie 
trasformate. Il DNA plasmidico dei campioni provenienti dal clonaggio in cellule competenti di E. 
coli è stato sottoposto a digestione EcoRI e successiva corsa elettroforetica su gel di agarosio 1%. 
Le   corsie   1,   2,   3,   4,   5     del   gel   confermano   l'acquisizione  dell'inserto   da   parte   del  plasmide 
evidenziando la presenza di una banda a circa 750 bp che rappresenta la dimensione attesa del 
frammento  d'interesse;   al   contrario   la   corsia  6  mostra   la  perdita  o   la  mancata   inserzione  del 
frammento clonato, nonostante la presenza del plasmide. M: ladder.
I frammenti  amplificati e clonati, sono stati quindi sequenziati. Le sequenze sono 
state analizzate per mezzo del software Blast­N, che individua sequenze omologhe 
nelle  banche dati.   I   risultati  ottenuti  hanno evidenziato un'elevata  omologia di 
sequenza,   a   livello   amminoacidico   con   i   geni   che   codificano   per   i   recettori 
dell'etilene. La figura 4.2.4 riporta la sequenza del DNA genomico del campione 
Hrs   ETR5   (Hrs:  Hibiscus   rosa   sinensis)   ottenuta   dal   sequenziamento.   Il 
frammento   contiene   una   porzione   codificante   costituita   da   due   esoni, 
rispettivamente di 376 bp e 159 bp. I due esoni risultano essere separati da una 
inserto
plasmide
750 bp
  1           2           3           4          5            6         M
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porzione non codificante, un introne di 234 bp. 
Figura 4.2.4 – Sequenza del DNA genomico del gene codificante per il recettore dell'etilene di H. 
rosa­sinensis. In blu sono evidenziate le regioni codificanti, gli esoni; in verde scuro è evidenziato 
l'introne ossia  la regione non codificante;  in verde chiaro,   invece,  sono messi  in evidenza due 
possibili siti di restrizione enzimatica al fine di consentire lo splicing, ossia il ricongiungimento 
dei due esoni mediante il taglio dell'introne.
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Le sequenze nucleotidiche dei campioni, ottenute dal sequenziamento, sono state 
allineate con il software ClustlW per comprendere al meglio i livelli di omologia 
tra esse ed è stata osservata la presenza di due sub­famiglie (Fig. 4.2.5). 
Figura 4.2.5 –  Albero filogenetico dei frammenti amplificati, clonati e sequenziati di  Hibiscus 
rosa­sinensis (Hrs), ottenute mediante il programma ClustlW. Dal multiallineamento si ottengono 
due subfamiglie, 1 e 2.  
1.
2.
4. Risultati
115
Analizzando i vari cluster formati nella prima sub­famiglia, si può osservare che i 
campioni Hrs ETR­4 e Hrs ETR­20 sono uguali e presentano un alta omologia 
(98%) con ETR­21. Anche Hrs ETR­16 e Hrs ETR­19 sono lo stesso campione e 
l'omologia di sequenza con il campione Hrs ETR­7 è al 99%. Il campione ETR­21 
fa cluster insieme ai precedente con un'identità dell'96%. Hrs ETR­6 e Hrs ETR­17 
sono   più   simili   (97%   di   omologia)   rispetto   a   Hrs   ETR­31   che   presenta 
un'omologia di sequenza del 95%. L'omologia di sequenza tra il campione Hrs 
ETR­1 ed  Hrs  ETR­18 è  del  98%.  Per   i   campioni  Hrs  ETR­5 e  Hrs  ETR­26 
l'identità arriva al 94%. Hrs ETR­5 e Hrs ETR­26 hanno un'omologia di sequenza 
pari a 97% ed Hrs ETR­15 con questi ha un'identità  del 96%. Passando poi ai 
differenti cluster formati dalla seconda subfamiglia, si osserva che l'omologia tra i 
campioni Hrs ETR­11 e Hrs ETR­32 risulta del 98% e quella di Hrs ETR­10 con i 
suddetti arriva al 97%. Il campione Hrs ETR­33 mostra un'identita con il cluster di 
Hrs ETR­11, 32, 10 del 96% e l'omologia di sequenza del campione Hrs ETR­14 
con il cluster Hrs ETR­11, 32, 10, 33 arriva al 95%. Al fine di rilevare il tipo di 
recettore  isolato,  è   stata  fatta  una nuova analisi  ClustalW, inserendo,  oltre  alle 
sequenze ottenute dal sequenziamento, le sequenze note dei recettori dell'etilene di 
Arabidopsis thaliana, ETR1, ETR2, ERS1, ERS2 e EIN4, reperibili in banca dati 
(Fig. 4.2.6).
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Figura   4.2.6   –  Albero   filogenetico   ottenute   mediante   il   programma   ClustlW,   inserendo   le 
sequenze note dei recettori per l'etilene di  A. thaliana  e quelle ottenute dal sequenziamento. La 
prima sub­famiglia presenta omologia di sequenza con il recettore dell'etilene di A. thaliana ERS1, 
la seconda invece, con il recettore dell'etilene di A. thaliana ETR1.
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I   frammenti   della   prima   sub­famiglia,   come   si   osserva   dalla   figura   4.2.6, 
appartengono   alla   famiglia   multigenica   ERS   e   nello   specifico   presentano 
omologia di sequenza con ERS1 di A. thaliana, mentre i frammenti della seconda 
sub­famiglia fanno parte della famiglia multigenica di ETR e più  precisamente 
evidenziano un'omologia di sequenza con ETR1 di A. thaliana. 
Non sono state   invece   isolate   sequenze di  Hibiscus  rosa­sinensis,  omologhe a 
quelle dei recettori dell'etilene ERS2, ETR2 ed EIN4 di A. thaliana. 
Un'ulteriore conferma riguardo all'effettiva appartenenza delle sequenze isolate, 
alla   famiglia   genica  dei   recettori   dell'etilene  ERS1  ed  ETR1,  è   stata   ottenuta 
mediante un'analisi comparativa delle nostre sequenze con quelle di altre specie 
vegetali, trovate in banca dati (Fig. 4.2.7).
Anche in questo caso l'analisi  dei  cluster  ha confermato  i   risultati  ottenuti  dal 
precedente multiallineamento, infatti nel cluster 1 si ritrovano, insieme alle nostre 
sequenze,   quelle   di   altre   specie   vegetali   appartenenti   alla   sub­famiglia   genica 
ERS, mentre nel cluster 2, ritroviamo le sequenze apparteneti alla sub­famiglia 
ETR. La percentuale di omologia che si trova tra le sequenze isolate dalla specie 
Hibiscus rosa­sinensis e quelle delle altre specie vegetali, è discretamente elevata 
ed oscilla tra il 95­ 78%.
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Figura 4.2.7   ­  Albero  filogenetico  dei   frammenti   sequenziati  di  Hibiscus   rosa­sinensis  (Hrs), 
insieme alle sequenze dei recettori dell'etilene di altre specie vegetali, ricavate dalla banca dati. Il 
multiallineamento, anche in questo caso, è stato realizzato per mezzo del software ClustlW.
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4.2.3   Analisi   dell'espressione   genica   del   recettore 
dell'etilene ERS1 in petali di Hibiscus rosa­sinensis
Sulla  base  dei   risultati  ottenuti  dall'analisi   fisiologica,   l'analisi  dell'espressione 
genica è stata focalizzata essenzialmente nelle prime 6 ore di trattamento ABA, 1­
MCP e controllo, in petali di fiore completamente aperto. 
L'espressione   del   gene   ERS   è   stata   valutata   con   la   tecnica   RT­PCR 
semiquantitativa (Reverse Trascriptase PCR). La RT­PCR semiquantitativa, con la 
quale è stato stimato il livello di espressione nei petali trattati.  
Le reazioni sono state ottimizzate per la concentrazione di cloruro di magnesio e 
sono stati identificati i cicli che non mostravano saturazione. Per i nostri campioni 
il numero dei cicli scelto è stato di 32 mentre per la tubulina sono stati 37. Il gene 
costitutivo utilizzato è quello per la  ­tubulina, e le coppia di primers specifica 
utilizzata è TUB forward e reverse. I primers ERS1­1 forward e reverse ed ERS1­2 
forward e reverse amplificano invece per ERS1­1 (Hrs ETR­4) e per ERS1­2 (Hrs 
ETR­5),   i   cui   frammenti   presentano   un   omologia   di   sequenza   a   livello 
aminoacidico pari  al  92%, ricavata grazie al  multiallineamento con il  software 
ClustlW. Le quantità   relative per ogni  prodotto di PCR sono state quantificate 
mediante scansione diretta del gel di agarosio 1% con il densitometro UVP Image 
Store   5000   (Ultra  Violet  Product  Ltd,  Cambridge,  England)   equipaggiato  con 
l'UVP GelBase­GelBlot TM Windows Software.
L'espressione del gene ERS1­1, nei petali di H. rosa­sinensis del controllo, non ha 
mostrato variazioni. Nei petali trattati con ABA dopo 1 ora, si è evidenziata una 
riduzione dell'espressione del recettore dell'etilene ERS1­1 che poi è ritornata ai 
livelli del controllo durante le 3 ore e le 6 ore di trattamento (figura 4.2.8).
Nel caso del trattamento con 1­MCP si è osservato un aumento dell'espressione 
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del gene al progredire del tempo, rispetto al controllo  tubulina (Fig. 4.2.8).
Figura  4.2.8   –  Livello   di   espressione   genica   relativa   ad  ERS1­1,   stimato  mediante  RT­PCR 
semiquantitativa. Il livello di espressione del trascritto ERS1­1, normalizzato rispetto al trascritto 
per   la  ­tubulina,  è   stimato misurando  la   fluorescenza dei  prodotti  di  PCR separati   in  gel  di 
agarosio 1%, colorato con bromuro di etidio.
Per quanto riguarda il gene ERS1­2, l'intensità dei trascritti del controllo ad 1 ora, 
3 ore e 6 ore è risultata la stessa. Analogamente a quello osservato per ERS1­1, 
l'espressione è stata ridotta dal trattamento con ABA. L'effetto di tale trattamento 
è  stato visibile durante  le 3 ore e  le  6 ore (Fig.  4.2.9).  Per quanto riguarda il 
trattamento  con 1­MCP,   similmente   alla   situazione  evidenziata  nel  ERS1­1,   si 
segnala un aumento dell'espressione di ERS1­2 dopo le 3 e 6 ore dal trattamento 
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(Fig 4.2.9).  
Figura  4.2.9   –  Livello   di   espressione   genica   relativa   ad  ERS1­2,   stimato  mediante  RT­PCR 
semiquantitativa. Il livello di espressione del trascritto ERS1­2, normalizzato rispetto al trascritto 
per   la  ­tubulina,  è   stimato misurando  la   fluorescenza dei  prodotti  di  PCR separati   in  gel  di 
agarosio 1%, colorato con bromuro di etidio.
4.2.4   Confronto   dei   dati   fisiologici   e   analisi 
dell'espressione genica
La produzione di etilene è stata ridotta in corrispondenza del trattamento ad 1 ora 
di  ABA;   successivamente   la   produzione  di   etilene  è   rimasta   costante,  mentre 
l'espressione genica tende leggermente ad incrementare.
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Il confronto tra l'espressione del gene ERS1­1 e la produzione di etilene in petali 
di H. rosa­sinensis, ha messo in evidenza una riduzione dell'espressione genica in 
corrispondenza di un decremento nella produzione di etilene (Fig 4.2.10)
Nel caso dei petali sottoposti a trattamento con 1­MCP, si osserva una riduzione 
del contenuto endogeno di ABA ad 1 ora dal trattamento, in corrispondenza di una 
diminuzione della produzione di etilene; l'espressione del gene ERS1­2 in questo 
caso aumenta dopo le 3­6 ore dal trattamento (Fig. 4.1.11). Quindi dal confronto 
emerge  che   l'inibizione  dell'azione  dell'etilene   induce  una   riduzione  dei   livelli 
ormonali   dell'ABA   e   dell'etilene,   quindi   l'andamento   dei   due   ormoni   sembra 
essere legato tra loro.
Per   concludere   si   può   affermare   che   gli   effetti   dell'ABA   sulla   produzione 
dell'etilene, in gemme o in fiori completamente aperti, si evidenziano a distanza di 
1­3  ore  dal   trattamento.  Gli  effetti   indotti  dal   trattamento  con 1­MCP,  invece, 
necessitano di un margine temporale più ampio per poter essere osservabili, circa 
12­24 ore dal trattamento. Inoltre le variazioni del contenuto endogeno di ABA nei 
tessuti   considerati,   petali,   pistillo   con   stami   ed   ovario,   sembrano   avere   il 
medesimo andamento rispetto alla produzione di etilene.
Per quanto riguarda l'espressione genica di ERS1, questa sembra essere ridotta dal 
trattamento   con   ABA.   L'ABA,   per   di   più,   sembra   anticipare   il   processo   di 
senescenza in fiori di Hibiscus, ma questo procede in maniera graduale rispetto a 
quello osservato per i fiori controllo. Infatti, l'avvolgimento dei petali, avvisaglia 
dell'inizio della senescenza fiorale, si realizza precocemente nei fiori trattati con 
ABA, ma viene poi raggiunto e superato in velocità dal controllo.  
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Figura 4.2.10 –  A.  Produzione endogena di etilene nei petali,  di fiori completamente aperti di 
Hibiscus rosa­sinensis. . B. Livello di espressione genica relativa ad ERS1­1, stimato mediante RT­
PCR semiquantitativa.
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Figura 4.2.11  –  A.  Contenuto  endogeno di  ABA nei  petali,  di   fiori   completamente  aperti  di 
Hibiscus rosa­sinensis; B. Produzione endogena di etilene nei petali, di fiori completamente aperti 
di  Hibiscus rosa­sinensis; C. Livello di espressione genica relativa ad ERS1­1, stimato mediante 
RT­PCR semiquantitativa.
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Capitolo 5
Discussione
L'etilene è  uno degli ormoni vegetali  che regola  la senescenza fiorale e  il  suo 
ruolo è fondamentale nei fiori sensibili a questo ormone (Borochov e Woodson, 
1989).L'induzione e la produzione di etilene, varia nel corso dello sviluppo del 
fiore stesso, ma il suo effetto deleterio si manifesta durante il periodo di piena 
antesi (Manning, 1995; Peiser, 1986; Woodson et al., 1992). 
I risultati riportati, dimostrano chiaramente che il processo di senescenza dei fiori 
di  Hibiscus rosa­sinenis, è associato ad un incremento notevole della produzione 
dell'etilene.  Infatti,  l’ibisco  è   un   fiore   considerato  molto   sensibile   all’azione 
dell’etilene (Woltering, 1987; Hoyer, 1996).  L'analisi fisiologica ha indicato che 
l'etilene aumenta continuamente  durante lo sviluppo del fiore, fino a raggiungere 
i valori più alti, durante la senescenza. 
Concomitante   all'aumento   della   produzione   di   etilene   è   stato   rilevato   un 
avvolgimento dei petali su se stessi, similmente a quanto osservato per i fiori di 
altre specie (Halevy e Mayak, 1981). L'etilene, quindi, sembra essere un regolatore 
della   senescenza   del   petalo   di  Hibiscus   rosa­sinensis  come   indicato   appunto 
dall'avvolgimento   della   corolla.   Questa   osservazione   è   basata   sul   fatto   che 
l'applicazione   dell'1­MCP   ritarda   notevolmente   il   processo   di   senescenza   dei 
petali di Hibiscus. Questo risultato è ascrivibile al blocco dell'azione dell'etilene 
ad opera di questo composto. Infatti, l'1­MCP è un inibitore dell'azione che si lega 
ai   recettori  proteici  dell'etilene,   rendendoli  non disponibili  all'ormone (Sisler  e 
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Serek, 1997). L'etilene non potendosi legare ai recettori non viene percepito dal 
sistema di recezione e quindi è incapace di esplicare il suo effetto. Inoltre, l'effetto 
del composto 1­MCP negli organi fiorali considerati, petali, pistillo con stami ed 
ovario,  di  gemme e  fiori  completamente aperti,  determina una  riduzione della 
produzione dell'etilene in entrambi gli stadi, sopratutto a distanza di 12­24 ore dal 
trattamento.
L'etilene sembra essere quindi il principale innesco del processo di senescenza in 
fiori   etilene­sensibili   attivando   la  maggior   parte   dei   cambiamenti   strutturali   e 
biochimici (Woltering e van Doorn, 1988).  L'avvolgimento dei petali su se stessi è 
infatti  il  risultato finale e visibile dei cambiamenti cellulari più sottili  quali,  la 
perdita   della   permeabilità   della  membrana   (Woodson  et   al.,   1985),   la   sovra­
regolazione degli enzimi idrolitici come le proteinasi (Valpuesta  et al.,  1995) e 
RNasi   (Panavas   et   al.,   1998).   Sempre   riguardo   alla   produzione   di   etilene,   i 
trattamenti   hanno   mostrato   risposte   differenti   da   parte   degli   organi   fiorali 
considerati (petali, pistillo e stami, ovario). In entrambi gli stadi, di gemme e di 
fiore completamente aperto, la produzione di etilene è stata maggiore nell'ovario, 
seguita  da  quello  del  pistillo  ed  infine  nei  petali.  Nel  garofano  infatti,  è   stato 
dimostrato     che   l'attivazione  del  processo  di   senescenza   e  dei   geni   coivolti  è 
determinata   dall'ovario,   dal   quale   parte   o   partono   i   segnali   per   l'attivazione 
dell'invecchiamento (Shybuia  et  al.,  2000;  Nukui  et  al.,  2004);   in  questi  studi, 
precisamente è stata segnalata una sovra­regolazione dei geni ACC sintasi ed ACC 
ossidasi, che sono i precursori della sintesi dell'ormone etilene.
L'ABA   è   un   altro   ormone   che   potrebbe   essere   implicato   nella   senescenza 
(Woodson et al., 1979; Mayak e Halevy, 1972; Swanson et al., 1975; Quiles et al., 
1995;   Yeh  et   al.,   1995).   L'acido   abscissico   è   generalmente   considerato   un 
promotore della senescenza dei petali  (Mayak e Dilley,  1976; Ronen e Mayak, 
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1981, Ferrante e Vernieri, 2006). E' stato dimostrato che i petali trattati con ABA 
sono   più   sensibili   all'azione   dell'etilene   ed   il   contenuto   endogeno   di   questo 
ormone aumenta durante la senescenza dei petali, nei fiori di rosa e di garofano 
(Le Page­Degivry et al., 1991; Eze et al., 1986). Analogamente a quanto riportato 
in letteratura, la variazione del contenuto endogeno dell'ABA, in fiori di Hibiscus 
rosa­sinensis, tende a diminuire durante lo sviluppo, fino a raggiungere il valore 
più basso nella fase di fiore completamente aperto, e quindi aumentare durante la 
senescenza.  Inoltre   le   variazioni   del   contenuto   endogeno   di  ABA  nei   tessuti 
considerati,   petali,   pistillo   con   stami   ed   ovario,   sembrano   avere   il  medesimo 
andamento rispetto alla produzione di etilene.
Il   coinvolgimento   dell'ABA   e   principalmente   dell'etilene   nel   processo   di 
senescenza  del   fiore   risulta   chiaramente  dimostrato  e   la  produzione  di  etilene 
rimane   una   condizione   necessaria   per   questo   processo,   (per   i   fiori   etilene­
sensibili),  ma non sufficiente;   infatti,  è   indispensabile  la presenza dei  recettori 
affinché il segnale etilene possa essere percepito e tradotto, attraverso la specifica 
via di trasduzione del segnale. 
L'esistenza   di   recettori   dell'etilene   con   omologia   alla   famiglia   del   recettore 
dell'etilene di Arabidopsis, è stata descritta per le piante ornamentali di garofano 
(Shibuya et. al., 2002), di rosa (Muller et al., 2000) e di geranio (Dervinis et al., 
2000) e con questo lavoro anche per l'ibisco. I recettori sono raggruppati in 2 sotto 
famiglie   e   in  Arabidopsis   sono   5   (Chang  et   al,   1993;  Bleecker   et   al,   1998; 
Bleecker et al., 1999).
In  Hibiscus   rosa­sinensis  sono   stati   isolati   ed   identificati  cluster   genici   che 
codificano   per  2   recettori   dell'etilene,   Hrs   ETR1   e   Hrs   ERS1.   L'analisi 
dell'espressione genica del recettore è stata valutata solo per il gene Hrs ERS1 nei 
petali del fiore. In petali trattati l'ABA sembra aumentare la sensibilità dei fiori 
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all'etilene,   infatti   l'espressione   genica   del   recettore   dell'etilene   ERS1,   risulta 
ridotta   in  presenza  di  ABA e  comunque   sempre   inferiore   rispetto   ai   controlli 
(Waki  et   al.,   2001;   Dervinis  et   al.,   2000).   L'ABA   può   quindi   accelerare   la 
senescenza aumentando la sensibilità  del fiore, agendo a  livello di  trascrizione 
genica del recettore dell'etilene. Ancora, petali trattati con il composto 1­MCP, che 
blocca l'azione dell'etilene, mostrano un aumento del  livello di trascrizione del 
recettore ERS1. 
Questi risultati sono conformi al modello standard della trasduzione del segnale 
dell'etilene (Bleecker,  1999),  il  quale afferma che una riduzione del  livello dei 
recettori   provocherebbe   un   aumento   della   sensibilità   all'etilene,   mentre   un 
incremento   nel   numero   dei   recettori   determinerebbe   una   diminuzione   della 
sensibilità.  Questi   risultati   sono   in   accordo   con   quanto   trovato   nell’analisi 
dell’espressione genica nei fiori di  Hibiscus  trattati con ABA. Infatti,   l’1­MCP 
rende una pianta, un fiore, un organo, insensibile all’etilene e probabilmente la 
pianta risponde con l’aumento della biosintesi dei recettori.
Risultati analoghi sono stati descritti anche in Dianthus, dove sembra che ci sia un 
rapporto   inverso   fra   il   livello   di   espressione   del   recettore   dell'etilene   e   la 
sensibilità all'ormone, con una riduzione della quantità  di proteine del recettore 
che aumentano la sensibilità all'etilene (Shibuya et al., 2002). 
Tuttavia in contrasto con questi risultati, Muller et al. (2002), hanno recentemente 
riportato una relazione parallela tra i livelli dei trascritti del recettore dell'etilene e 
la longevità  del fiore di rosa, che è   regolata attraverso la sensibilità  all'etilene. 
Hanno   infatti   osservato   che   l'espressione   del   gene  RhETR3,   uno   dei   quattro 
recettori  identificati in rosa, aumentava al  progredire della senescenza dei fiori 
della  cultivar  “Bronze”,  caratterizzata  da una durata  breve del   fiore,  mentre si 
manteneva   a   bassi   livelli   nella   cultivar   “Vanilla”,   caratterizzata   da   una   vita 
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floreale più lunga. Inoltre, hanno trovato che l'espressione del gene incrementava 
in presenza di etilene ed ABA esogeno. Questi risultati indicano che le differenze 
nella vita delle cultivars di rosa, in un ambiente privo di etilene ed in risposta ad 
etilene esogeno e a trattamenti con ABA, possono essere dovute a diversità  nei 
livelli di espressione del recettore.
In   rosa,   abbiamo   un   aumento   dei   livelli   di   trascrizione   dei   recettori   dopo   il 
trattamento   con   ABA,   mentre   in  Hibiscus  si   assiste   ad   una   situazione 
completamente agli antipodi, ossia i livelli d'espressione del gene codificante il 
recettore diminuiscono in seguito al   trattamento con ABA. Pertanto entrambi  i 
risultati,  confermano   la   partecipazione   di   questo   ormone   nel   processo   di 
senescenza  del   fiore.  Non è   tuttavia  ancora  chiaro,   se   la   senescenza  del   fiore 
promossa dall'ABA sia dovuta ad una maggiore produzione di etilene oppure ad 
un cambiamento nella sensibilità del tessuto all'etilene (Muller et al., 1999). 
Attualmente   i   risultati   che   sono   stati   ottenuti   studiando   i   geni   coinvolti   nella 
percezione fiorale dell'etilene e nella trasduzione del segnale, possono trovarsi in 
conflitto tra loro. 
I fiori sensibili all'etilene offrono sistemi­modello unici per studiare le risposte 
biologiche mediate dall'ormone vegetale etilene. La regolazione dell'espressione 
genica del recettore, alla luce dei risultati ottenuti da questo lavoro e dal confronto 
con quelli disponibili al momento in letteratura, può avere la finalità di aumentare 
la sensibilità dell'etilene riducendo il numero dei recettori dell'etilene, e quella di 
diminuire la sensibilità aumentando l'espressione del recettore, come nel caso di 
fiori di Hibiscus e Dianthus, oppure la situazione che è stata decritta in rosa, cioè 
in corrispondenza di un aumento dei livelli d'espressione del recettore si assiste ad 
un incremento della sensibilità all'etilene mentre una diminuzione dei livelli dei 
trascritti dei recettori determina un calo della sensibilità all'etilene. 
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Capitolo 6
Conclusioni
Il lavoro svolto ed i risultati ottenuti, hanno consentito di migliorare la conoscenza 
delle basi fisiologiche e dei meccanismi molecolari che sottendono e regolano il 
processo di senescenza della pianta Hibiscus rosa­sinensis e più in generale delle 
piante ornamentali in contenitore.
La funzione naturale del fiore è quella di assicurare la perpetuazione della specie e 
per  questa   ragione è  geneticamente  programmato  per  una  vita  breve,  di  pochi 
giorni. In floricoltura, invece, il fiore interessa esclusivamente per la sua funzione 
ornamentale e per questo motivo è necessario compredere interamente il processo 
di senescenza al fine di mettere in atto, tutti gli accorgimenti volti a prolungare il 
più possibile la longevità del fiore stesso.
Questo   lavoro  pone   le  basi  per   la   realizzazione  di  ulteriori   esperimenti   e  per 
mettere a punto nuove strategie da adottare. Molto probabilmente, dovrebbe essere 
valutata l'espressione genica del recettore ETR1, che è stato isolato, ma non ne è 
stato  valutato  il   livello dei  trascritti  nell'organo del   fiore.  Per quanto riguarda, 
invece, la caratterizzazione molecolare del gene studiato (ERS1), sono necessari 
altri approcci sperimentali. Primo fra tutti, si dovrebbe partire da una valutazione 
degli andamenti nel tempo più lunga, piuttosto che la focalizzazione su un timing 
più ristretto (1 ora, 3 ore, 6 ore), in modo tale da proporre una visione completa 
della situazione, per esempio nell'arco delle 24 ore e quindi includere anche lo 
stadio di gemma che era stato tralasciato a favore del fiore completamente aperto. 
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In secondo luogo, essendo il fiore costituito da diversi tessuti, i quali possiedono 
un tasso di invecchiamento differenziato, come è emerso dai risultati fisiologici 
ottenuti, sarebbe opportuno valutare i livelli di espressione del gene considerato, 
oltre  che nei  petali,  anche nel  pistillo  con stami ed ovario.   Inoltre,  per  capire 
l'evoluzione dei livelli dell'etilene prodotto nei vari organi del fiore di  Hibiscus 
rosa­sinensis,  sarebbe interessante  isolare e caratterizzare  i  geni coinvolti  nella 
biosintesi di questo ormone, come l'ACC sintasi e l'ACC ossidasi, e valutarne i 
livelli di espressione, come è stato realizzato per il gene che codifica il recettore 
dell'etilene, ERS1. Concludendo, questo lavoro, integrato con le suddette analisi 
molecolari,   potrebbe   consentire   la   definizione   di   soluzioni   biotecnologiche 
efficaci per rallentare il processo di senescenza e quindi prolungare la longevità 
dei   fiori   di  Hibiscus   rosa­sinensis  ed   altresì   ottenere   strumenti   utili   ed 
indispensabili per il miglioramento genetico mirato, rendendo migliori i caratteri 
che contraddistinguono questi fenomeni.
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